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RESUMEN

La neurocisticercosis es una enfermedad parasitaria del SNC que causa epilepsia
adquirida y es generada por la forma larvaria del cestodo Taenia solium. Es de curso
crénico y en pacientes sintomaticos se caracteriza por convulsiones y epilepsia.
Estudios en ratas de laboratorio con NCC, reportan dafio axonal caracterizado por
el acamulo de proteinas (neurofilamento, APP) en forma de hinchazones axonales,
que podria estar relacionado con deterioro en el transporte axonal. Objetivo:
Evaluar el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina y dineina
como marcadores de dafio en el transporte axonal en tejido cerebral de ratas
Holtzman con NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios; y su asociacién con
el dafio axonal. Metodologia: Se utilizo tejido cerebral de ratas con NCC tratadas
y no tratadas con antiparasitarios y ratas sanas sacrificadas a diferentes tiempos
postratamiento (48 horas, 5 dias, 2, 8 y 12 meses). Las muestras se procesaron por
inmunohistoquimica, para evaluar el patron de inmunorreactividad de las proteinas.
Resultados: En ratas con NCC el patron de inmunorreactividad de kinesina y
dineina se caracteriz6 por la acumulacion patoldgica de estas proteinas en forma de
esferoides y varicosidades axonales en el tejido alrededor del cisticerco con
ausencia de esta alteracion en ratas sanas (valor p<0.05). Al comparar los valores
de los grupos de ratas con NCC tratadas y no tratadas, no se encontraron diferencias
estadisticas, aunque en el grupo no tratado hubo tendencia a incrementarse en el
tiempo. Las hinchazones axonales prevalecieron en materia gris. Se encontro
correlacion positiva entre el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras
y dafio axonal (neurofilamento). Conclusiones: En ratas con NCC existe

acumulacion patologica las proteinas kinesina y dineina en forma de hinchazones



axonales en el tejido que rodea al cisticerco indicando presencia de dafo en el

transporte axonal y se asociado con dafio axonal.
PALABRAS CLAVES

Neurocisticercosis, transporte axonal, kinesina, dineina, neurofilamento.



ABSTRACT

Neurocysticercosis is a parasitic disease of the CNS that causes acquired epilepsy
and is caused by the larval form of the cestode Taenia solium. It has a chronic course
and symptomatic patients are characterized by seizures and epilepsy. Studies in
laboratory rats with NCC report axonal damage characterized by the accumulation
of proteins (neurofilament, APP) in the form of axonal swellings, which could be
related to impaired axonal transport. Objective: To evaluate the immunoreactivity
pattern of the motor proteins kinesin and dynein as markers of damage to axonal
transport in brain tissue of Holtzman rats with NCC treated and untreated with
antiparasitics; and its association with axonal damage. Methodology: Brain tissue
from NCC rats treated and untreated with antiparasitics and healthy rats sacrificed
at different post-treatment times (48 hours, 5 days, 2, 8 and 12 months) was used.
The samples were processed by immunohistochemistry, to evaluate the
immunoreactivity pattern of the proteins. Results: In rats with NCC, the
immunoreactivity pattern of kinesin and dynein was characterized by the
pathological accumulation of these proteins in the form of spheroids and axonal
varicosities in the tissue around the cysticercus, with an absence of this alteration
in healthy rats (p-value <0.05). When comparing the values of the groups of rats
with treated and untreated NCC, no statistical differences were found, although in
the untreated group there was a tendency for them to increase over time. Axonal
swellings prevailed in gray matter. A positive correlation was found between the
immunoreactivity pattern of motor proteins and axonal damage (neurofilament).
Conclusions: In rats with NCC there is pathological accumulation of kinesin and

dynein proteins in the form of axonal swellings in the tissue surrounding the



cysticercus indicating the presence of damage in axonal transport and is associated

with axonal damage.
KEYWORDS

Neurocysticercosis, axonal transport, kinesin, dynein, neurofilament



L INTRODUCCION
La neurocisticercosis (NCC) es una enfermedad parasitaria del sistema nervioso
central (SNC) (1,2) y es una causa importante de epilepsia adquirida en personas de
paises endémicos de América Latina, Africa y Asia (3). Esta enfermedad es causada
por la forma larvaria del cestodo Taenia solium (1). La NCC humana ocurre cuando
el hombre se infecta al consumir accidentalmente los huevos de 7. solium, que al
llegar al sistema digestivo eclosionan y liberan las oncosferas. Estas ultimas
atraviesan la mucosa intestinal y migran a diversos tejidos desarrollando como
cisticerco y cuando se localizan en SNC, la infeccion (o enfermedad) se denomina
NCC (1,4). Los cisticercos pueden mantenerse viables por meses o afos,
observandose una inflamacion leve en el tejido que rodea al parasito (40), hasta que
comienzan a degenerarse perdiendo su viabilidad y en algunos casos llegan a
calcificarse (1,4). Cuando el cisticerco empieza a degenerar ya sea de forma natural
o por el tratamiento antiparasitario se exacerba la respuesta inflamatoria y la
sintomatologia neuroldgica en el paciente que incluye cuadros de convulsiones

4,5).

La NCC es una enfermedad de curso cronico, y el estudio en modelos animales de
laboratorio ha permitido describir algunos aspectos fisiopatoldégicos importantes en
esta enfermedad, como la existencia de dafio axonal en las neuronas que estan
alrededor del cisticerco (6). Uno de los modelos animales que presenta una
patologia similar al del hombre, es el modelo de NCC en ratas Hotzman descrito
por Verastegui y colaboradores (2). En este modelo animal la infeccion se realiza

por via intracraneal con oncosferas activadas de 7. solium, los cuales



posteriormente desarrollan a cisticercos en el tejido cerebral; siendo un modelo facil
de replicar para el estudio de la NCC (2). Empleando este modelo animal en rata se
ha reportado incremento de la autofagia en células neuronales en el tejido que rodea
al parésito, siendo una autofagia desregulada (7). Asi mismo se ha reportado dano
axonal con presencia de hinchazén axonal conocidos como esferoides en donde
existe acumulo de proteinas del citoesqueleto axonal como neurofilamentos (NFP),
proteina precursora amiloidea (APP) (6) y acimulo de autofagosomas (7). En
conjunto, estos hallazgos estarian asociados a un probable deterioro a nivel del
transporte axonal que precederian a la degeneracion y muerte de las células

neuronales (6,7).

El transporte axonal es un proceso esencial para la viabilidad y funcionalidad de la
neurona, una falla o alteracion a este nivel llevaria a la degeneracion y muerte
neuronal (8). El transporte axonal es responsable del movimiento de distintos
componentes celulares (mitocondrias, autofagosomas, vesiculas sinapticas y
proteinas) desde el cuerpo de la neurona hasta la punta del axon y viceversa (8,9).
El movimiento de los componentes celulares a través del axdn es impulsado por las
proteinas motoras (kinesina y dineina) y los microtibulos (8,9). En enfermedades
neurodegenerativas tanto en pacientes como en modelos animales las proteinas
motoras se encuentran reducidas en su expresion y acumuladas en las areas de
hinchazon axonal junto a otros componentes que transportan como NFP y APP
(18,19, 21). La exposicion de las neuronas a agentes infecciosos virales y
compuestos toxicos presenta caracteristicas similares, es decir disminucion en la
expresion y acimulo de estas proteinas en los axones (13,14,15,20). Demostrando

que la alteracion en el transporte axonal puede desencadenarse por diversos factores



adversos y asociarse con el acimulo de los componentes que transportan a través

del ax6n afectando la funcionalidad de la neurona (8,9).

De acuerdo a los estudios previos, resulta necesario evaluar el dafio en el transporte
axonal como un posible mecanismo de dafo neuronal en la NCC. Por lo cual, el
presente estudio tiene como objetivo evaluar el patrén de inmunorreactividad de las
proteinas motoras kinesina y dineina como marcadores de dafio en el transporte
axonal y su asociacion con el dafio axonal en tejido cerebral de ratas con NCC. Para
ello se evalu6 el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina y
dineina por inmunohistoquimica en tejido cerebral de 3 grupos experimentales
(ratas con NCC que recibieron tratamiento antiparasitario, ratas con NCC sin
tratamiento antiparasitario y control sano) sacrificadas a diferente tiempo
postratamiento. Los resultados obtenidos nos permitiran comprender mejor la
patogenia de la NCC y su asociacion con el dafio en el transporte axonal. Asi
mismo, esto permitird orientar futuros estudios a comprender o evaluar las vias
involucradas para que se desencadene este proceso patologico en la NCC y disenar
alternativas terapéuticas dirigidas a regular esta alteracion y evitar la progresion de

la degeneracion neuronal.

1.1 Planteamiento del problema

La NCC es un problema de salud publica, donde los pacientes sintomadticos
presentan cuadros de convulsiones y epilepsia, que los imposibilita a desarrollar sus
actividades diarias afectando su calidad de vida y afectando su productividad
econdmica (1). El parasito puede mantenerse viable por largo tiempo con una

inflamacién leve en el tejido que lo rodea que al ser constante en el tiempo ira



causando dafio neuronal observandose hinchazones axonales en el tejido que rodea
al parésito. Asi mismo, cuando el cisticerco empieza a degenerar se incrementa la
inflamacion y la sintomatologia neuroldgica; siendo necesario el tratamiento con

drogas antiparasitarias asociado a corticoides, para reducir la inflamacioén (1,24).

Por otro lado, en los ltimos afios dado que la NCC es una enfermedad cronica de
meses a afos, el uso de modelos animales ha permitido describir aspectos
fisiopatologicos importantes que se dan durante el curso del desarrollo de la
enfermedad de NCC (2). El dafio o hinchazon axonal es un hallazgo reciente
descrito en la NCC del cual se desconocen los mecanismos y vias implicadas que
llevan a esta patologia; caracterizado por el acuimulo anormal de proteinas (NFP,
APP) (6,7). Asi mismo, se ha reportado que en enfermedades neurodegenerativas
el acimulo anormal de proteinas y otros componentes a lo largo del axon esté
asociado a un dafio en las proteinas que conforman la maquinaria de transporte
axonal (8,11,12). De igual manera, la exposicion a agentes patdgenos como virus
neurotropicos y compuestos toxicos, conducen a un dafio en el transporte axonal,
caracterizado principalmente por una reduccion en la expresion de las proteinas
motoras dineina y kinesina (13,14,15). Estas proteinas se acumulan a nivel de las
areas de hinchazén axonal (18,19, 21, 35). Sin embargo, en la NCC no se ha
evaluado la existencia de dafio en el transporte axonal y su asociacion con el
acumulo anormal de proteinas como NFP, APP, autofagosomas en estas zonas de
hinchazén axonal. Asi mismo, se desconoce que tanto influiria el tratamiento
antiparasitario en exacerbar el dafio en el transporte axonal y si es reversible en el

tiempo. Por lo cual, se plantea la siguiente pregunta de investigacion:



(Existira un cambio en el patron de inmunorreactividad de las proteinas de
transporte axonal kinesina y dineina en tejido cerebral de ratas Hotlzman con

Neurocisticercosis y el tratamiento antiparasitario incrementara esta alteracion?

1.2 Justificacion del estudio

Estudiar el patrén de inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina y
dineina en tejido cerebral de ratas con NCC es importante ya que seria un indicador
de presencia de dafio en el transporte axonal. Este estudio permitird comprender
mejor la patologia neuronal en la enfermedad de NCC, en donde se reporta la
presencia de hinchazon axonal con acimulo anormal de proteinas (NFP y APP) y
autofagosomas. Asi mismo, las proteinas motoras que se plantean evaluar son
componentes importantes del transporte axonal (kinesina y dineina). En diferentes
enfermedades se reportan que cualquier alteracion o dafio a nivel de las proteinas
motoras llevaria al acimulo anormal de otros componentes citoplasmaticos en las
areas de hinchazén axonal y posterior contribucion a la muerte neuronal. Por otro
lado, el estudio sobre la patogénesis de la NCC en humanos resulta dificil de realizar
por ser una enfermedad crénica que puede tomar meses a afios hasta la aparicion de
los primeros sintomas. Por lo tanto, los modelos animales son utiles para describir
los cambios fisiopatologicos que se dan a nivel del tejido cerebral por la presencia
del parasito. Por consiguiente, en este estudio se evaluara el cambio en el patrén de
inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina y dineina como indicadores
de dafo en el transporte axonal en tejido cerebral de ratas con NCC, ya que es un
modelo facil y preciso para reproducir la enfermedad de NCC. Por otro lado,
evaluar el patréon de inmunorreactividad en ratas con NCC que recibieron

tratamiento antiparasitario, permitira determinar si el tratamiento incrementa el



dafio en las proteinas motoras, por una respuesta inflamatoria exacerbada y si este
dafio es reversible en el tiempo. Identificar la existencia de alteracion en las
proteinas del transporte axonal permitiria en futuros estudios determinar las causas
o factores que estan mediando este dafio y buscar alternativas terapéuticas dirigidas

a regular este cambio y progresion de la degeneracion neuronal.

II. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
Evaluar el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina
y dineina como marcadores de dafio en el transporte axonal en tejido
cerebral de ratas Holtzman con NCC tratadas y no tratadas con

antiparasitarios; y su asociacion con el dafio axonal.

2.2 Objetivos especificos:

e Evaluar el patron de inmunorreactividad de kinesina mediante la
técnica de inmunohistoquimica en tejido cerebral de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios comparado con un grupo

control sano a diferente tiempo postratamiento.

e Evaluar el patron de inmunorreactividad de dineina mediante la
técnica de inmunohistoquimica en tejido cerebral de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios comparado con un grupo

control sano a diferente tiempo postratamiento.

e Evaluar el dafio axonal mediante el nimero de hinchazones axonales
reactivos a neurofilamento (NFP) en tejido cerebral de ratas con

NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios comparado con un



grupo control sano a diferente tiempo postratamiento, a través de la

técnica de inmunohistoquimica.

e Determinar la correlacion que existe entre la inmunorreactividad de
las proteinas motoras kinesina y dineina con el marcador de dafio
axonal en tejido cerebral de ratas con NCC tratadas y no tratadas con

antiparasitarios.

III. HIPOTESIS

En la neurocisticercosis existe un cambio en el patron de inmunorreactividad
de las proteinas motoras kinesina y dineina que se caracteriza por la formacion
de hinchazones axonales con acumulacion de estas proteinas, el que se refleja
como un dafio en el transporte axonal. Este cambio se incrementa con el

tratamiento antiparasitario.

IV. MARCO TEORICO
4.1 Neurocisticercosis

La NCC es la enfermedad parasitaria mas comun del SNC en el ser humano,
generada por la forma larvaria del cestodo Taenia solium. Esta enfermedad es
una causa importante de epilepsia adquirida y convulsiones en pacientes
sintomaticos (1). La NCC es endémica en paises de Africa, América Latina y
Asia donde condiciones como mala higiene, déficit sanitario y pobreza
favorecen la transmision de la enfermedad (3). En el Peru, se reporta una
seroprevalencia del 36,9% en una comunidad endémica de la zona norte, con

una alta proporcién de personas asintomaticas; siendo una de las mas altas



reportadas en América Latina (22). El hospedero definitivo de 7. solium es el
ser humano, que alberga la forma adulta del parésito, el cerdo constituye el
hospedero intermediario natural que alberga el estadio de cisticerco. Sin
embargo, el humano también puede actuar como un hospedero intermediario
accidental al ingerir los huevos de 7. solium (4). Una vez que los huevos son
ingeridos, al llegar al intestino eclosionan y liberan las oncosferas que
atraviesan la pared intestinal y se diseminan a multiples tejidos (ojos, piel,
musculo y con alta afinidad por SNC) (1). En los tejidos, las oncosferas se

diferencian hasta establecerse como cisticercos (23).

En el SNC, los cisticercos en un inicio se encuentran en una etapa vesicular en
la que estd presente una membrana alrededor del pardsito que contiene un
liquido transparente que rodea al escolex y puede mantenerse viable por meses
a afos (4). Al entrar en proceso de degeneracion, los cisticercos se encuentran
en etapa coloidal, en donde el liquido vesicular se vuelve turbio y el escolex se
deteriora (4). En la etapa granular, el cisticerco ya no es visible, porque la pared
del quiste se espesa y el escolex se convierte en granulos. Finalmente, en la

ultima etapa calcificada, aparece un nddulo calcificado no viable (4,5).

Sintomas clinicos:

Los sintomas clinicos de la enfermedad pueden variar desde una infeccion
completamente asintomdtica a una enfermedad severa y muerte (1). Las
manifestaciones clinicas dependen del nimero, tamafio, ubicacion de los quistes
e intensidad de respuesta inflamatoria del huésped (1). Generalmente en la NCC

parenquimatosa, se presentan convulsiones, los cisticercos viables pueden



sobrevivir por afios con sintomas neurologicos intermitentes (24). Entre las
manifestaciones clinicas mdas recurrentes en pacientes sintomadticos estan las
convulsiones (80%), déficit neurologico focal (16%), aumento de la presion
intracraneal (12%) y deterioro cognitivo (5%) (25). Las convulsiones se
incrementan cuando el parasito empieza a degenerar, lo cual se debe a un
incremento de la inflamacion local (26). En NCC extraparenquimatosa, los
quistes estan ubicados en los ventriculos cerebrales, pudiendo causar
hidrocefalia; también pueden ubicarse en el espacio subaracnoideo en cuyo caso
la enfermedad se conoce como NCC racemosa, pudiendo localizarse a nivel de
la fisura de Silvio y crecer a nivel de los espacios interhemisféricos o cisternas
basales (24). Este tipo de NCC, presenta una alta tasa de mortalidad de hasta el
20% y en la mayoria de los casos requieren de cirugia ya que el efecto de las

drogas es bajo (24).

Tratamiento:

Los farmacos antiparasitarios de eleccion para tratar la NCC incluyen
praziquantel (PZQ) y albendazol, ya que los quistes o cisticercos no se resuelven
espontaneamente a corto plazo (1). El uso de antiparasitarios en pacientes con
NCC puede exacerbar los sintomas neurologicos, debido a una respuesta
inflamatoria incrementada por la muerte del parésito, recomendandose el uso
combinado de antiparasitarios y esteroides; sin embargo, la respuesta
inflamatoria puede ser grave en pacientes con muchos quistes y lesiones
extensas (1). Durante el tratamiento, se genera una respuesta de tipo Thl, con
una respuesta inflamatoria prominente dirigido contra el parésito, que puede

danar gravemente al tejido cerebral y la combinacion con corticoides, genera



una respuesta mixta tipo Thl y Th2, que podrian amortiguar la inflamacién y

promover la resolucion de la lesion (27,28).

Respuesta inflamatoria

La respuesta inmune celular durante la NCC es diversa y distinta variando de
acuerdo a la localizacion, nimero y viabilidad del cisticerco (27). Una vez que
la oncosfera se establece en el parénquima cerebral hasta desarrollar el
cisticerco, es seguido de un periodo de varios meses a afios en el que el paciente
es completamente asintomatico, lo cual se debe al mecanismo de evasion
sistema inmune del hospedero (4). A medida que el cisticerco comienza a
degenerar de forma natural o debido al tratamiento antiparasitario, se intensifica
una respuesta inmune inflamatoria, con aumento en la produccion de citoquinas,
proliferacion de astrocitos y gliosis, activacion de las células endoteliales
afectando la integridad de la barrera hematoencefalica (BHE) que facilitan la

infiltracion y migracion de leucocitos (27).

En los analisis histopatoldgicos de tejido cerebral de humano, los quistes
degenerados estan rodeados por un granuloma maduro, compuesto por células
gigantes multinucleadas, rodeado por una capa fibrosa gruesa, seguido de un
area rico en leucocitos, como macrofagos, linfocitos T, células plasmaticas,
neutrofilos, mastocitos, eosinéfilos y microglia cerebral (33). De igual forma,
en el tejido cerebral de cerdos naturalmente infectados, se observd que el
nimero de células inmunes y capa de coldgeno aumenta con el grado de
inflamacion; y que el tratamiento antiparasitario después de 2 a 5 dias resulta

en un mayor grado de inflamacion con formacion de granuloma (34). En ratas
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con NCC, los cisticercos viables se encuentran rodeados por tejido fibrético,
con presencia de numerosos macréfagos, linfocitos, heterdfilos (neutrofilos y
eosinéfilos), células plasmadticas, infiltrado perivascular dentro del area de
gliosis hasta 300 um del borde del cisticerco, siendo las células plasmaticas las

mas abundantes (6).

Hallazgos en modelos animales para el estudio de la NCC

La NCC es una enfermedad parasitaria de progresion lenta, que afecta al SNC
y causa epilepsia adquirida en personas de zonas endémicas a nivel mundial. Al
ser una enfermedad de curso cronico, estudios en modelos animales de cerdos
y ratas con NCC, han permitido describir distintos cambios patoldgicos que se
dan en el tejido cerebral durante la enfermedad (2,16). En el modelo con ratas,
la infeccion intracraneal con oncosferas activadas de 7. solium, favorece el
desarrollo de cisticercos que exhiben caracteristicas idénticas a las observadas
en humanos y cerdos (2). Los cisticercos se ubican a nivel del tejido cerebral
parenquimatoso y extraparenquimatoso, exhibiendo cambios histopatologicos
importantes como fibrosis, infiltrado inflamatorio y angiogénesis (2). Asi
mismo, en la NCC existe disrupcion de la barrera hematoencefalica (BHE), con
sobreexpresion de marcadores angiogénicos, como es el factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF-A) y factor de crecimiento fibroblastico (FGF2) en
el tejido que rodea a los cisticercos viables ubicados a nivel parenquimatoso y
corticomeningeo (17). In vitro, los antigenos excretorios y secretorios del
cisticerco inducen angiogénesis, alterando la permeabilidad de la BHE (17). Por
lo cual, el modelo en ratas constituye un modelo animal preciso, barato y facil

de replicar para estudiar la NCC (2).
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A nivel de la patologia axonal de tejido cerebral de ratas, cerdos y humanos con
NCC, existe la presencia de hinchazén axonal en forma de esferoides (6). Los
esferoides presentan mayor inmunorreactividad a la proteina precursora
amiloide (APP) y al neurofilamento (NFP) en humanos y ratas con NCC; las
cuales se observan como acimulos dentro de estas estructuras; indicando un
probable deterioro en el transporte axonal (6). En ratas con NCC, la presencia
de los esferoides se extiende hasta una distancia promedio de 1500 um alrededor
del cisticerco en tejido cerebral (6). Ademds, en otras enfermedades
neurodegenerativas como Alzheimer, esclerosis lateral amiotrofica, esclerosis
multiple, lesion cerebral isquémica y traumatica, la hinchazon axonal es un
hallazgo importante de degeneracion axonal que podrian preceder a la muerte
de las células neuronales (6). Asi mismo, en un reciente estudio, se evidencio
la existencia de autofagia desregulada en las neuronas que rodean al cisticerco,
con acimulo de autofagosomas que no llegan a fusionarse con los lisosomas en
las regiones de hinchazon axonal, que podria estar asociado a un fallo o dafio

en el transporte axonal (7).

4.2 Degeneracion o dafio axonal

La degeneracion axonal y dendritica es una patologia temprana comun de
muchos trastornos neurodegenerativos y que ante ciertos estimulos los axones
y dendritas pueden exhibir caracteristicas de degeneracion como: degradacion
terminal, retraccidon neuritica, patologia sinaptica e hinchazén focal conocida
con el término de “neurita distrofica” que podria contribuir al progreso de la
enfermedad y sintomas clinicos (29). El proceso de degeneracion axonal es un

proceso que consiste en la destruccion de axones, que contribuye a la disfuncion
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neuronal y muerte de las células neuronales (30). Ademads, es un proceso que
puede ser activado por diferentes estimulos que incluyen dafio mecanico,

defectos en el transporte axonal o exposicion a algunos farmacos (30).

Una forma de observar la presencia de dafio axonal en el tejido cerebral es a
través de la presencia de esferoides y pequefias varicosidades axonales (31).
Estas estructuras, son areas de hinchazén axonal en forma de burbujas que se
forman en la mayoria de los axones en degeneracion (31). Siendo los esferoides,
hinchazones axonales de 10 a 50 um de didmetro y varicosidades axonales
hinchazones de didmetro menor a 10 um (38). Su formacién se asocia a la
respuesta a lesiones, estrés oxidativo, factores inflamatorios y moléculas
neurotdxica y generalmente contienen elementos del citoesqueleto, organulos y
proteinas; estos esferoides eventualmente pueden romperse liberando su

contenido al espacio extracelular (31).

Neurofilamento como marcador de daiio axonal

Los neurofilamentos (NFP) son proteinas de filamento intermedio que se
encuentran en las neuronas, compuesta por subunidades de neurofilamento alto
(NF-H), medio (NF-M) y bajo (NF-L) (32). El neurofilamento es responsable
de mantener el calibre axonal mejorando la velocidad de conduccion eléctrica
y se mueven a lo largo del axon usando las proteinas motoras kinesina y dineina
(32). Su actividad se encuentra regulada por modificaciones postraduccionales
(PTM) como fosforilacion, glicosilacion, ubiquitinacion, oxidacion y nitracion,
siendo la fosforilacion la mas estudiada (39). Tanto la desfosforilacion como la

hiperfosforilacion del NF se han relacionado con diversas enfermedades
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neurodegenerativas como esclerosis multiple, Alzheimer, Parkinson; en estas
enfermedades el analisis histopatologico muestra grandes agregados de la
proteina tanto en el cuerpo y axon de la neurona (12). La hiperfosforilacion de
los NFPs, podria alterar su interaccion idénica con los motores moleculares e
interrumpir el transporte axonal llevando a su agregacion, lo cual dificultaria su
funcién para la distribucion de vesiculas y otros organulos como las

mitocondrias progresando a una posterior neurodegeneracion (12,39).

4.3 Transporte axonal

El transporte axonal es esencial para las neuronas, ya que permite una
comunicacion eficiente entre el cuerpo celular y la punta del axon (8). Es un
proceso, por el cual las proteinas motoras viajan activamente por los
microtibulos para entregar diversas cargas, como organulos, proteinas entre
otros componentes esenciales para el desarrollo, funcionamiento y
supervivencia de los nervios (9). [Esta maquinaria estd compuesta
principalmente por microtiibulos y proteinas motoras (kinesina y dineina) (8,9).
Cualquier alteracion a nivel de estas proteinas motoras contribuiran a cambios
degenerativos en las c€lulas neuronales o progresion de algunas enfermedades

neurodegenerativas como Alzheimer y Huntington (10).

Proteinas motoras:

- Kinesina: Es el principal motor molecular que transporta los componentes
en direccion anterograda (desde el soma hasta la punta del axon). Transporta
vesiculas sindpticas, neurofilamentos, proteinas citoplasmaticas, enzimas,

Tau, APP, tubulina y actina (11). Adicional a ello, existen organulos unidos
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a la membrana (mitocondrias, endosomas y lisosomas) y mRNAs que
presentan movimiento bidireccional, siendo transportados por ambas
proteinas motoras dineina y kinesina (8). Las kinesinas estan codificadas
por 45 genes, 38 de los cuales se expresan en el sistema nervioso (9).
Estructuralmente esta compuesto por dos cadenas pesadas codificadas por
KIF5A, KIF5B y KIF5C y dos cadenas ligeras codificadas por KLCI,
KLC2, KLC3 y KLC4 (9). La cadena pesada presenta dominios de union
ATPasa a los microtibulos y la subunidad de cadenas ligeras es importante
para la unién a la carga y actividad motora (36). Ademas, su actividad se
encuentra regulada por quinasas, en donde su unién a microtibulos es
promovida por la acetilacion de la tubulina y la uniéon a las cargas es
promovida por proteinas adaptadoras del soma (JNK, JIP1) (8,36). Usan la
energia quimica del ATP para impulsar el movimiento a través de los
microtibulos (9) y algunas kinesinas pueden traducirse localmente en los
axones después de una lesion, siendo necesario para el crecimiento axonal
(37).

Dineina citoplasmatica: Es una proteina motora que impulsa el transporte
de diversos componentes en direccion retrograda (desde la punta del axon
hacia el soma) como sefales de endosomas, autofagosomas y sefiales de
lesiones (11). Su estructura consiste en dos cadenas pesadas (DHC), dos
cadenas intermedias (DIC), dos cadenas intermedias ligeras (DLIC) y 3
cadenas ligeras (DLC), el complejo se une a los microtibulos e hidroliza
ATP (8). Laregion carboxilo terminal de la cadena pesada presenta un anillo

de union ATPasa; el extremo amino de DHC media la dimerizacién y union
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a DIC, DLIC y DLC para formar el dominio de unién a la carga y DIC tiene
dominios de union a la dinactina (48). La proteina dinactina es la que
modula la unién de dineina a sus cargos (8). Esta proteina esta compuesta
por 8 subunidades (p150, dinamitina/p50, Arpl, Arpl1, p62, p24, p25 y p2);
la subunidad p150 forma un puente entre DIC y los microtibulos y la
sobreexpresion de dinamitina/p50 inhibe el transporte axonal al provocar la
sobreexpresion de p150 y p24, alterando al complejo dineina- dinactina y

BICD2 permite estabilizar al complejo permitiendo su movimiento (48).

Proteinas motoras kinesina y dineina como marcadores de transporte
axonal

En las neuronas, el transporte axonal esta mediado principalmente por 2
proteinas motoras (dineina, kinesina) y los microtiibulos, siendo un proceso
esencial para la comunicacion, supervivencia y desarrollo de las neuronas
(8). Defectos en cualquier punto del sistema de transporte axonal, pone en
riesgo a las neuronas de sufrir de degeneracion y progresion de algunas
enfermedades como Alzheimer y Huntington (10,12).

Estudios en pacientes con Alzheimer o esclerosis multiple, reportan una
reduccion significativa en los niveles de expresion de las proteinas motoras,
indicando un déficit en el transporte axonal (18,19). Asi mismo, en modelos
animales como ratones con gangliosidosis, a nivel inmunohistoquimico las
neuronas exhibieron un transporte axonal alterado, con esferoides positivos
a proteinas como APP, NFP, kinesina y dineina que contribuirian

considerablemente a la presentacion clinica de la enfermedad (21). De igual
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V.

forma, en ovinos con distrofia neuroaxonal las areas de hinchazén axonal
presentaron acumulacion de kinesina y dineina con evidente interrupcion en
el transporte de NFP (35).

La infeccion con el virus de la encefalomielitis murina en ratones conllevo
aun incremento en el acimulo axonal de neurofilamento no fosforilado (np-
NFP), reduccion de neurofilamento fosforilado (p-NFP), y no se
encontraron esferoides positivos para dineina, pero si para kinesina, esto a
mayor tiempo postinfeccion (13). A nivel transcripcional, los genes
relacionados a kinesina, dineina y APP presentaron una regulacion negativa
(13). En un estudio, en lesiones subagudas comparado con las cronicas
causadas por el virus de la rabia, se observo que los genes de kinesina y
dineina estuvieron regulados a la baja, sin embargo se encontr6 un
incremento en la inmunorreactividad del p-NF (14).Asi mismo, la
exposicion de las neuronas a agentes externos como 60xido nitrico, toxina 1-
metil-4-fenilpiridinio (MPP) llevan a una acumulacion anormal de proteinas
y vacuolas autofagicas en los axones con reduccion en el nivel de expresion
de las proteinas motoras, generando un déficit en el transporte de
autofagosomas necesarios para el aclaramiento de las proteinas (15, 20). En
conjunto, estos hallazgos indican que la exposicion de las neuronas a
agentes externos como patdégenos y sustancias toxicas influyen en generar

una desregulacion de la maquinaria de transporte axonal (13,14,15,20).

METODOLOGIA

5.1 Diseiio del estudio
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En el presente estudio se utilizaron muestras procedentes de un estudio
experimental controlado. Se evaluaron tejidos de cerebro de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios y grupo control sano. Se analiz6 el
patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras kinesina y dineina a

diferentes tiempos postratamiento.

5.2 Lugar de estudio

El estudio se realizd en las instalaciones del Laboratorio de Investigacion de
Enfermedades Infecciosas del LID de la Facultad de Ciencias y Filosofia de la

Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

5.3 Metodologia para la obtencion de muestras

Se utilizaron muestras procedentes de un estudio experimental que tiene como
objetivo general: “Evaluar la respuesta inflamatoria y cambios
neuropatoldgicos en cerebro de ratas con Neurocisticercosis sacrificadas a
diferentes tiempos postratamiento”, el cual cuenta con la constancia de
aprobacion por el comité de ética de la UPCH para el uso de animales

(SIDISI:206876).

Para este estudio se analiz6 el patrén de inmunorreactividad las proteinas
motoras kinesina y dineina como marcadores de dafio o alteracion en el
transporte axonal y neurofilamento como marcador de dafio axonal en tejido
cerebral de ratas con NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios y grupo
control sano a diferente tiempo postratamiento. Las muestras de tejido cerebral
de los grupos experimentales fueron proporcionadas por el Laboratorio de

Investigacion de Enfermedades Infecciosas del LID — UPCH. A continuacion,
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se describe la metodologia resumida que se realizo en el estudio experimental

para la obtencion de las muestras.

Animales: Se infectd por via intracraneal a ratas consanguineas Holtzman
de 12 a 15 dias de edad con 120 oncosferas activadas de 7. solium de
acuerdo con lo descrito por Verastegui et al, (2015). Los animales
provinierondel Bioterio de la UPCH. La tabla 1 muestra la distribucion del
numero de animales por grupo experimental. El grupo de ratas infectadas se
calcul6 considerando un 80 % de éxito de infeccion experimental para el

desarrollo de la NCC.

Tabla 1. Grupos experimentales del estudio previo

Grupos Experimentales Nimero de animales
Grupo 1: Grupo control 29
Grupo 2: Ratas con NCC no tratados 55
Grupo 3: Ratas con NCC tratados con 98
Praziquantel (PZQ) y Oxfendazol

Total 182

- Tratamiento antiparasitario: Las ratas fueron tratadas a los 6 meses
postinfeccion. Del total de 153 ratas infectadas, 98 recibieron
praziquantel (100 mg/kg/dia) + oxfendazol (75 mg/kg/dia) por via oral
y el grupo restante recibid un vehiculo (0.5% de carboximetilcelulosa
con Tween-80 al 10%). Las dosis fueron administradas durante un
periodo de 5 dias, dividida en 2 tomas diarias. Finalmente, las ratas
fueron sacrificadas a distintos tiempos postratamiento: a las 48 horas

post administracion de la primera dosis, a los 5 dias de iniciado el
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tratamiento, y a los 2, 8 y 12 meses de finalizado el tratamiento de 5
dias.

- Procesamiento de los tejidos: Para el sacrificio, los animales fueron
anestesiados con ketamina (100 mg/kg) y xilacina (10 mg/ kg) via
intraperitoneal. Las ratas se perfundieron mediante puncién cardiaca
directa con 300 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y
se fijaron con 200 mL de paraformaldehido (PFA) al 4%. Los cerebros
obtenidos fueron fijados en PFA / PBS durante 24 horas y deshidratados
en una bateria de alcoholes de forma ascendente hasta alcohol absoluto,

xilol y embebidos en parafina de acuerdo a lo descrito anteriormente (2).

Tabla 2. Numero de animales sacrificados en cada tiempo postratamiento por
grupo experimental

Grupos experimentales
Tiempos de Control Grupo 1: Ratas | Grupo 2: Ratas con
sacrificio con NCC no NCC tratados con
postratamient tratados Praziquantel y
0 Oxfendazol

48 horas 6 11 20

5 dias 6 11 20

2 meses 5 11 20

8 meses 6 11 19

12 meses 6 11 19

Total 29 55 98

5.4 Procedimiento y técnicas

De acuerdo con el estudio previo, las muestras se conservaron en tacos con
parafina. A partir de estos tacos se realizaron cortes de 5 mm empleando un

microtomo. Los cortes fueron tefiidos con Hematoxilina y Eosina (H&E) para
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su seleccion de acuerdo con dos criterios de inclusion (ubicacidon anatdémica y
numero de quistes por cerebro). Posteriormente, los tejidos cerebrales

seleccionados, fueron procesados a través de la técnica de inmunohistoquimica.

5.4.1 Tincion con hematoxilina y eosina (H&E)

Se realiz6 la tincion H&E para seleccionar las muestras que iban a ser
procesadas por la técnica de inmunohistoquimica. En primer lugar, se
realizaron cortes histopatoldgicos de 5 mm de grosor al total de muestras
incluidas en parafina con el uso de un micrétomo. Luego, los tejidos fueron
fijados en portaldminas con poli-L- lisina. Las laminas fueron desparafinadas
en una estufa a 60°C por 45 min y luego colocados en los siguientes solventes
xilol I, I, alcohol absoluto hasta alcohol de 95° y se hidrat6 con agua de cafio
a chorro. El rack de laminas fue sumergido en el colorante Hematoxilina de
Harris por 2 min, seguido de lavado con agua. Luego se sumergié en agua
acida 1% (introducir y retirar), se lavé con agua amoniacal por 1 min, seguido
de agua destilada. La contratincion se realizé con Eosina alcohdlica al 5% por
30 segundos. Para la deshidratacion y montaje, las laminas se colocaron en
una bateria creciente de alcoholes de 90°, 96° y alcohol absoluto, se secaron
en la estufa por 5 min. Luego se pasoé por xilol I y II y finalmente se hizo el
montaje de las laminas con solucion Entellan (Detalle del protocolo en el

anexo 1).

Se seleccionaron unicamente, muestras que cumplian con los criterios de
inclusion de ubicacion anatdmica (solo se seleccionaron tejidos con quistes

parenquimatosos y corticomeningeos) y numero de quistes (no mayor de 3
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quistes por cerebro), hasta completar el tamafio minimo de muestra requerido
para cada grupo. Tomando en cuenta la variable nimero de esferoides por
cisticerco, se estim6 un minimo de 3 muestras por cada tiempo de sacrificio

postratamiento para cada grupo experimental.

5.4.2 Evaluacion del dafio del cisticerco

La evaluacion del dano de cisticerco se hizo a través de la observacion de las
laminas con tincion HE en el microscopio Optico para determinar el grado de
dafio de la membrana del cisticerco. La gravedad del dafio del cisticerco se
categorizd en cisticerco viable o sano: caracterizado por un tegumento bien
definido, canal espiral preservado y escolex intacto. Cisticerco dafiado:
alteracion del tegumento, ligero dafio del subtegumento con vacuolizacion e
infiltrado de células inflamatorias, dilatacion del canal espiral (dafio
moderado), pérdida completa del tegumento, alteracion severa del
subtegumento (pérdida de canaliculos excretorios) quiste con fibrosis o

calcificacion (dafo severo).

5.4.3 Inmunohistoquimica (IHC)

Se realiz6 la técnica de THC para evaluar la inmunorreactividad de las
proteinas motoras kinesina y dineina (como marcadores de dafio axonal) y

neurofilamento (marcador de dafio axonal) (Tabla 3).

Para evaluar la inmunorreactividad de los biomarcadores de kinesina: cadena
pesada de kinesina (KIF5A) y cadena ligera de kinesina (KLC2), las ldminas
se desparafinaron colocando en una estufa a 64°C por 45 min, luego se colocod

en xilol I, I y II por 3 minutos en cada solucion y una bateria decreciente de
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alcoholes para hidratar la muestra. Para el desenmascaramiento o exposicion
de los antigenos, las laminas se sumergieron en coplins con citrato 10 mM
(pH 6) + Tween 20 al 0.05% y estos coplins en una olla con agua hirviendo
durante 30 minutos. Las laminas fueron lavadas con PBS y para el bloqueo
de la peroxidasa enddgena se anadio la solucion peroxido de hidroégeno al 3%
en metanol y se incub6 por 15 minutos. Luego, se procedié a bloquear la
union de anticuerpos inespecificos con PBS-Triton X-100 al 0.05%
conteniendo 5% suero de cabra, 5% suero de caballo, 2.5% de BSA, las
muestras se incubaron durante 1 hora a T° ambiente. Posteriormente se
lavaron y para la incubacion con el anticuerpo primario, las ldminas se
incubaron durante 16 horas a 4°C en camara himeda con el anticuerpo
primario Rabbit anti- KIF5A a una dilucion 1/300 (concentracion inicial de
0.1 mg/ml) y Rabbit anti-KLC2 a una dilucion 1/300 (concentracion inicial
0.6 mg/ml) diluido en la soluciéon PBS1X Triton X-100 al 0.05% con 5%
suero de caballo y 5% suero de cabra, de manera independiente para cada
marcador. Al finalizar las ldminas se lavaron con PBS y se incubaron durante
1 hora a temperatura ambiente con la solucion PBS 1X que contenia 5% suero
de caballo, 5% suero de cabra y el anticuerpo secundario Goat anti- rabbit
HRP a la diluciéon 1/500 (concentracion inicial 1 mg/ml). Posteriormente, se
lavaron las laminas y la reaccion antigeno- anticuerpo se detectd cubriendo
la ldmina con el sustrato cromogénico preparado agregando una gota (30 ul)
del sustrato 3,3 diaminobenzidina (DAB) en 3 mL de solucién tamponada
(Kit de sustrato DAB ab64238- DAKO) y dejando incubar durante 1 minuto

30 segundos seguido de lavado con agua destilada, formandose un
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precipitado marrén indicativo de reaccion positiva. Seguidamente, se realizé
una contratincion con Hematoxilina de Harris por 3 segundos y las ldminas
se deshidrataron en una bateria creciente de alcoholes y se secaron para su

posterior montaje con Entellan 1:1 (Detalle del protocolo en el anexo 2 y 3).

Para evaluar la inmunorreactividad del biomarcador de Dineina, se marco la
cadena intermedia de dineina (DIC), las laminas se desparafinaron con el
mismo procedimiento indicado para kinesina. Para el desenmascaramiento o
exposicion de los antigenos, las laminas se sumergieron en un beaker con la
solucion citrato 10 mM (pH 6) + Tween 20 al 0.05% en ebullicion dentro del
microondas durante 15 minutos a una potencia de 6. Las laminas fueron
lavadas con PBS y para el bloqueo de la peroxidasa endégena se anadio la
solucion perdxido de hidrogeno al 3% en PBS 1X y se incubd por 30 minutos.
Luego, se procedi6 a bloquear la union de anticuerpos inespecificos con PBS-
Triton X-100 al 0.05% conteniendo 5% suero de cabra, 5% suero de caballo,
2.5% de BSA, las laminas se incubaron durante 1 hora a T° ambiente.
Posteriormente se lavaron y para la incubacidn con el anticuerpo primario,
las ldminas se incubaron durante 16 horas a 4°C en camara humeda con el
anticuerpo primario Mouse anti- Dynein IC 1/2 a una dilucion 1/25
(concentracion inicial 200 ug/ml) diluido en la solucion PBS1X Tritén X-100
al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra. Al finalizar las
laminas se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con la solucion PBS 1X que contenia 5% suero de caballo, 5% suero
de cabra y el anticuerpo secundario Goat anti- mouse HRP a la dilucién 1/100

(concentracién inicial 1 mg/ml). Posteriormente, se lavaron las ldminas y la
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reaccion antigeno- anticuerpo se detectd cubriendo la lamina con el sustrato
cromogénico preparado agregando una gota (30 wul) del sustrato
3,3"diaminobenzidina (DAB) en 3 mL de solucion tamponada (Kit de sustrato
DAB ab64238- DAKO) dejando incubar durante 3 minutos, seguido de
lavado con agua destilada, formdndose un precipitado marrén indicativo de
reaccion positiva. Seguidamente, se realizd una contratincion con
Hematoxilina de Harris por 3 segundos y las laminas se deshidrataron en una
bateria creciente de alcoholes y se secaron para su posterior montaje con

Entellan 1:1 (Detalle del protocolo en el anexo 4).

Para evaluar la inmunorreactividad del biomarcador de Neurofilamento
(NFP) las laminas se desparafinaron con el mismo procedimiento indicado
para kinesina. Para el desenmascaramiento o exposicion de los antigenos, las
laminas se sumergieron en coplins con la solucion citrato 10 mM (pH 6) +
Tween 20 al 0.05%, los cuales fueron colocados en una olla con agua en
ebullicion durante 30 minutos. Las ldminas fueron lavadas con PBS y para
el bloqueo de la peroxidasa endogena se afiadio la solucion perdxido de
hidrégeno al 3% en PBS 1X y se incubd por 30 minutos. Luego, se procedid
a bloquear la unién de anticuerpos inespecificos con PBS 1X-Triton X-100
al 0.05% conteniendo 5% suero de cabra, 5% suero de caballo, 2.5% de BSA
y 2.5% de leche, las laminas se incubaron durante 1 hora a T° ambiente.
Posteriormente se lavaron y para la incubacion con el anticuerpo primario,
las ldminas se incubaron durante 16 horas a 4°C en camara humeda con el
anticuerpo primario Mouse anti- NFP a una dilucion 1/400 (concentracion

inicial del anticuerpo de 0.1 mg/ml) diluido en la solucién PBS1X Triton X-
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100 al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra. Al finalizar las
laminas se lavaron con PBS y se incubaron durante 1 hora a temperatura
ambiente con la solucién PBS 1X que contenia 5% suero de caballo, 5% suero
de cabra y el anticuerpo secundario Goat anti- mouse HRP a la dilucién 1/500
(concentracién inicial 1mg/ ml). Posteriormente, se lavaron las laminas y la
reaccion antigeno—anticuerpo se detectd cubriendo la lamina con el sustrato
cromogénico preparado agregando una gota (30 wul) del sustrato
3,3"diaminobenzidina (DAB) en 3 mL de solucion tamponada (Kit de sustrato
DAB ab64238- DAKO) se dejo incubar durante 2 minutos y 30 segundos,
seguido de lavado con agua destilada, formandose un precipitado marron
indicativo de reaccion positiva. Seguidamente, se realizd una contratincion

con Hematoxilina de Harris por 3 segundos y las laminas se deshidrataron en

una bateria creciente de alcoholes y se secaron para su posterior montaje con

Entellan 1:1 (Detalle del protocolo en el anexo 5).

Tabla 3. Lista de anticuerpos utilizados para IHC

Anticuerpo Especificidad Dilucion Fuente Anticuerpo
primario secundario
Rabbit Ab Anti- Cadena ligera de la 1:300 Abcam/ Goat anti- [gG
rat KLC2 proteina motora ab254848 rabbit HRP
Kinesina Cddigo52200336
Rabbit Ab anti- Cadena pesadadela | 1:300 Sigma- Goat anti- IgG
rat KIFSA proteina motora Aldrich/ rabbit HRP
Kinesina HPA004469 C06digo52200336
Mouse Ab Anti- | Cadena intermedia de | 1:25 Santa Cruz/ sc- | Goat anti- IgG
Dynein IC 1/2 la proteina motora 13524 mouse HRP
dineina C06digo52200341
Mouse Ab Anti- Cadena pesada de 1:400 Fitzgerald/ Goat anti- IgG
Neurofilament neurofilamento 10R-N119a mouse HRP —
200 kDa C06digo52200341
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5.4.4 Analisis de imagenes

Finalizado el procesamiento de las muestras por IHC, las laminas se
escanearon haciendo uso del microscopio Optico a un objetivo de 20x que
tiene acoplada la camara Basler Ac2040 vinculado al Software Manual WSI.
Las imagenes se analizaron con el programa ImageJ v1.21. Para el anélisis,
se tomo un area de 1500 micras alrededor del quiste y un area con similar
ubicacion en el tejido sano. Asi mismo, esta drea se separ6d en materia gris y
blanca, haciendo uso de un atlas virtual de cerebro de rata
(https://scalablebrainatlas.incf.org/rat/PLCJB14).  Seguidamente con el
programa ImagelJ v1.21 se procedi6 a separar el tejido con DAB del fondo
tefiido con hematoxilina a través de la herramienta “color deconvolution” y
criterio “HE-DAB” que permitid separar la imagen en 3 colores,
seleccionando solo la imagen con fondo marrén para la cuantificacion.
Posteriormente, se cuantific6 el nimero de esferoides y varicosidades

axonales reactivos a cada marcador por separado.

5.5 Analisis estadistico

Los datos obtenidos se colocaron en una base de datos en el programa
Microsoft Excel y fueron analizados con el software Stata 18. Los resultados
fueron representados graficamente con el software Prism Graphpad version
8 mostrandola media y error estandar de la media (SEM). Para el analisis
se utilizaron las pruebas no paramétricas de Kruskal-Wallis para poder
evaluar si habia diferencia estadistica entre los tres grupos experimentales

evaluados. También se us6 la prueba de U de Mann-Whitney para evaluar
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si habia diferencia entre ubicaciéon (materia gris y materia blanca) e
hinchazones axonales (esferoides y varicosidades axonales) dentro de un
mismo grupo experimental. Finalmente, para evaluar la asociacion entre la
inmunorreactividad de las proteinas motoras y dafio axonal, se evalu6 a
través de la correlacion de Spearman. Para todos los casos se considero que

un valor de p<0,05 indica una diferencia estadisticamente significativa.

VI. RESULTADOS

6.1 Descripcion de muestras

Para este estudio se trabajo con muestras de tejido cerebral incluido en
parafina de un estudio previo, de los cuales se realizdO un submuestreo
(seleccionandose  Unicamente  tejidos  cerebrales con  quistes
parenquimatosos y corticomeningeos con no mas de 3 quistes por cerebro
Fig.1). Del total de 182 cerebros evaluadas, se selecciond y analizd 52
(28.6%) que cumplieron con los criterios de inclusion de ubicacion
anatomica (solo se seleccionaron tejidos con quistes parenquimatosos y
corticomeningeos) y nimero de quistes (no mayor de 3 quistes por cerebro)

(tabla 4).

Tabla 4. Numero de muestras analizadas por cada tiempo postratamiento

Tiempos de Controles Grupo de ratas con Grupo de ratas con NCC
sacrificio NCC no tratadas tratadas (paziquantel +
postratamiento oxfendazol)
#Cerebros # Cerebros infectados # Cerebros infectados
sanos (# quistes) (# quistes)
48 horas 4 3(3) 3(4)
5 dias 4 1(3) 3(4)
2 meses 3 3(3) 505
8 meses 3 4(6) 3(3)
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12 meses 4 4(5) 3(5)
Total 20 15 (20) 17(21)

6.2 Dafio del cisticerco
Se evaluo el dafio del cisticerco a través de los cambios histologicos en el tegumento
y morfologia del escolex (Figura 1). En el grupo no tratado el 100% de los
cisticercos mostraron un tegumento y escolex sano a las 48 horas, 5 dias, 2 meses
y 8 meses. Unicamente a los 12 meses, se identificé un cisticerco con dafio severo
(pérdida del tegumento y calcificacion) y el resto se encontraron viables
representando el 80% (4/5) del total de quistes analizados para este tiempo (Figura

1A).

Respecto al grupo que recibi6 tratamiento antiparasitario, el dafo en el cisticerco a
lo largo del tiempo fue variado (Figura 1B). En las muestras analizadas a las 48
horas, el 50% (2/4) de cisticercos se encontraron saludables, mientras que el 25 %
(1/4) presentd un dano moderado caracterizado por alteracion moderada del
tegumento y el otro 25% (1/4) present6d dafio severo con pérdida del tegumento,
alteracion de los canales espirales y pérdida del escolex del cisticerco. A los 5 dias
postratamiento el 100% (4/4) de los cisticercos analizados presentaron un dafio
moderado, con alteracion del tegumento, canales espirales dilatados, en las laminas
no se pudo visualizar el escolex del parasito. De las muestras analizadas a los 2
meses postratamiento, el 60 % (3/5) de cisticercos se encontraron saludables y el
40 % (2/5) presentaron un dafio moderado del tegumento. De las muestras
analizadas a los 8 meses el 66.6% (2/3) de cisticercos se encontraron viables y el
33% (1/3) con dafio moderado del tegumento. Finalmente, a los 12 meses

postratamiento el 100% (5/5) de los cisticercos analizados se encontraron viables/
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saludables (Figura 1B). Al analizar el total de cisticercos de este grupo de ratas con
NCC tratadas, se encontré que 43% (9/21) presentdé dafio en el tegumento,
indicando que el tratamiento antiparasitario con praziquantel y oxfendazol a las
dosis usadas en este estudio no fue efectivo para causar la muerte o degeneracion

del cisticerco en el tiempo.

A RATAS CON NCC NO TRATADAS B RATAS CON NCC TRATADAS

Hm Saludable/viable
B Daiio moderado

100

754
Bl Dailo severo

2 504

25+

Porcentaje de cisticercos

Porcentaje de cisticercos
Y

0-
48hrs 5d 2Zm 8Sm 1IZm 48ms  5d 2m 8Sm 12m

Tiempo postratamiento Tiempo postratamiento

Figura 1. Evaluacion de dafio en el cisticerco. A. Porcentaje de cisticercos
viables y danados en ratas con NCC no tratadas. B. Porcentaje de cisticercos viables
y danados en ratas con NCC tratadas. C-D. Tincion de Hematoxilina & Eosina
(H&E) en tejido cerebral de ratas con NCC con quistes ubicados en la corteza
cerebral (parénquima). C. Cisticerco viable (tegumento quistico integro y escolex
conservado). D. Cisticerco con dafo moderado (alteracion moderada del
tegumento). E. Cisticerco con dafio severo (infiltrado celular inflamatorio, pérdida
del tegumento con vacuolizacion interior, canales espirales alterados). Flecha azul:
Tegumento del quiste. Flecha roja: sefiala ventosas y escolex. Flecha negra:
canales espirales. Flecha verde: infiltrado de células inflamatorias.
Fotomicrografia tomada a 20 x. Barra de escala 1500 um.
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6.3 Inmunorreactividad de Kinesina en tejido cerebral de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios a diferente tiempo
postratamiento

6.3.1 Patron de inmunorreactividad de la cadena pesada de Kinesina
(KIF5A)
El patrén de inmunorreactividad de KIF5A en tejido cerebral de ratas con NCC
(tratadas y no tratadas) se caracterizd por presentar la forma de esferoides como
cuerpos ovalados con bordes regular de 10 a 50 um y varicosidades axonales como
cuerpos ovalados de 4 a 10 um de didmetro (hinchazones axonales) con acimulo
de la proteina kinesina, presente hasta los 12 meses postratamiento. A diferencia
del grupo control sano, en donde el patron de inmunorreactividad se caracterizd por
ausencia de hinchazones axonales reactivas a KIFSA y con un marcaje tenue

alrededor del soma y axon de las neuronas (Figura 2).

31



NO TRATADOS TRATADOS CONTROL

Materia gris Materia blanca

8 meses 48 horas

TIEMPO DE SACRIFICIO POSTRATAMIENTO

_12 meses

Figura 2. Patron de inmunorreactividad de KIFSA en tejido cerebral de ratas
con NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios sacrificados a diferente
tiempo postratamiento. (A, D, G) Tejido cerebral de ratas con NCC no tratadas.
(B, E, H) Tejido cerebral de ratas con NCC tratadas. (C, F, I) Tejido cerebral de
ratas sanas. Materia gris (MG): En ambos grupos (tratados y no tratados), se
muestran abundantes esferoides como cuerpos ovalados con borde regular de 10 a
50 um (flecha) y varicosidades axonales como cuerpos ovalados con bordes
regulares de 4 a 10 um de didmetro (cabeza de flecha). Materia blanca (MB): En
ambos grupos (tratados y no tratados), escasa presencia de esferoides y
varicosidades axonales. Control sano, ausencia de esferoides y varicosidades
axonales reactivas a KIF5A en materia gris y blanca.

Para conocer si el patrén de inmunorreactividad de este biomarcador es Util como
indicador de dafio en el transporte axonal, se cuantifico las hinchazones axonales
(esferoides y varicosidades axonales) reactivas a KIF5SA en tejido cerebral de los 2
grupos infectados (tratados y no tratados) en un area de 1500 um alrededor del

cisticerco y un area similar en el grupo control sano. Al comparar entre materia gris
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y materia blanca el promedio de esferoides y varicosidades axonales en los grupos
infectados no tratados, se encontrd diferencias estadisticamente significativas en
casi todos los tiempos a excepcion de los 2 meses, siendo la materia gris la zona
mas afectada (se obtuvo valores p de 0.04 a las 48 horas y 5 dias, p= 0.2 a los 2
meses, p = 0.003 a los 8 meses y p=0.01 a los 12 meses). En el grupo tratado, se
encontr6 diferencias estadisticamente significativas en todos los tiempos evaluados
(valores p de 0.04 a las 48 horas y 5 dias, p= 0.05 a los 2 meses, p= 0.04 a los 8
meses y p=0,02 a los 12 meses). La materia gris presentd un mayor nimero de
esferoides axonales (20-132; 6-62 por area) y varicosidades axonales (38-243; 61-
260 por area) con acumulo de la cadena pesada de la proteina kinesina para los
grupos no tratados y tratados respectivamente. Por otro lado, en materia blanca los
esferoides o varicosidades fueron escasos u ausentes (Fig 3, tabla 5), no se encontro
diferencias estadisticamente significativas al comparar el nimero de hinchazones
axonales entre los grupos infectados con el grupo control sano en todos los tiempos.
En la figura 3 se puede apreciar una elevada cantidad de esferoides y varicosidades
axonales en materia gris para los grupos tratados y no tratados comparado con

materia blanca.

Al comparar el promedio de esferoides y varicosidades entre los grupos infectados
(no tratados y tratados) vs control sano, por cada tiempo, si se encontrd diferencias
estadisticamente significativas con el control sano (Tabla 5, anexo 6) excepto en el
tiempo de 2 meses (obteniéndose valores p = 0.02 a las 48 horas, p = 0.04 a los 5
dias, p=0.055alos2mesesy p=0.01 alos 8 y 12 meses). No se observo diferencia
estadisticamente significativa en el promedio de esferoides y varicosidades

axonales entre los grupos infectados tratados y no tratados (p =0.51 a las 48 horas,
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p =0.9 los 5 dias,2 meses y 8 meses, p = 0.2 a los 12 meses) (Anexo 6). Como se
muestra en la figura 3, en el grupo no tratado el nimero de varicosidades tienen una
tendencia a incrementarse en los ultimos meses postratamiento (8 y 12 meses),
aunque este incremento no fue estadisticamente diferente de los otros tiempos con
valor p=0.14 (Tabla 5). Por otro lado, en el grupo tratado el promedio de esferoides
y varicosidades axonales se mantienen constante en todos los tiempos, con un ligero
incremento de varicosidades axonales a los 5 dias, aunque este incremento no fue

estadisticamente significativo con valor p = 0.48 (Tabla 5).

Asi mismo, hubo una tendencia a mayor nimero de varicosidades axonales con
acumulo de KIF5A comparado con los esferoides en ambos grupos de ratas con
NCC, aunque no fue estadisticamente significativo ( con valores de p =0.1 a las 48
horas, 5 dias,8 meses y p = 0.5 a los 12 meses en el grupo no tratado; p=0.57 a las
48 horas, p= 0.1 a los 5 dias, p=0.4 a los 2 meses, p=0.2 a los 8 meses y 0.1 a los
12 meses en el grupo tratado) en todos los tiempos evaluados (Anexo 7). Por lo
cual, los resultados obtenidos del patron de inmunorreactividad caracterizado por
el acimulo de la cadena pesada la proteina motora kinesina (KIF5A) en esferoides
y varicosidades axonales con predominancia en materia gris en los grupos
infectados tratados y no tratados, seria un buen indicador que muestra la existencia
de dafio en el transporte axonal en ratas con NCC, ya que esta alteracioén estuvo

ausente en el grupo control sano.
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Figura 3. Promedio de hinchazones axonales reactivos a KIFSA. A. Promedio
de esferoides axonales B. Promedio de varicosidades axonales: Presentes en mayor
cantidad en MG que en MB en todos los tiempos (p<0.05), con un incremento en
los Gltimos meses postratamiento en el grupo no tratado. El grupo control, ausencia
de esferoides y varicosidades axonales ((p<0.05).

35



Tabla 5. Analisis estadistico del promedio de esferoides y varicosidades reactivos a KIF5SA en tejido
cerebral de ratas con NCC (tratadas y no tratadas) y control.

Promedio de esferoides

Control vs No

Grupos Control No tratados Tratados tratado vs tratado
en materia gris
Materia gris y | Materia gris | Materia blanca Iue @ Materia gris | Materia blanca Iue @ Iue @
Tiempos blanca mean+sem | mean+sem |P~V4HE mean + sem mean +sem |2~V p-vatue
48 horas 0 22+1.73 0.33£0.33 0.0463 6+3.45 0 0.0472 0.022
5 dias 0 21£10.58 0.67+0.33 0.1046 33.25+26.07 0 0.0472 0.0697
2 meses 0 20£17.1 0 0.1213 74.8+£37.99 1.2+0.73 0.0517 0.0918
3 T 0 132.67+55.66 0.33+0.21 0.0033 70.67£36.26 0.33+0.33 0.0463 0.0098
12 meses 0 132+31.61 2.6+2.35 0.0082 62.6+£24.27 0 0.0186 0.0172
p-value © 0 0.0371 0.7524 0.2099 0.7232
Promedio de varicosidades
Control vs No
Control No tratados Tratados tratado vs tratado
Grupos en materia gris
Tiempos Materia gris y | Materia gris | Materia blanca - value @ | Materia gris | Materia blanca - value @ - value ®
blanca mean + sem mean  sem mean + sem mean + sem
48 horas 0 168+30.41 5.67+2.96 0.0495 61.25+40.18 0.25+0.25 0.018 0.0198
5 dias 0 243+100.2 6+2.08 0.0495 260+152.2 2.25+2.25 0.018 0.0302
2 meses 0 38.67+£14.9 0.66+0.66 0.2463 150.8+57.63 7.846.11 0.0088 0.0239
8 meses 0 240+76.14 8.3+4.14 0.0037 149.67+41.38 22.3+15.1 0.0495 0.0105
12 meses 0 234+64.88 43.4£21.1 0.0163 173.4+56.01 12.4+10.1 0.0264 0.0159
p-value © 0 0.1457 0.3481 0.4882 0.6105

@ Valor p obtenido de la comparacion entre materia gris y materia blanca por la prueba de U de Mann-Whitney

® Valor p obtenido de la comparacion de materia gris entre los 3 grupos experimentales por la prueba de Kruskal-Wallis

“ Valor p obtenido de la comparacion entre los 5 tiempos por cada grupo experimental por la prueba de Kruskal-Wallis

6.3.2 Patron de inmunorreactividad de la cadena ligera de Kinesina

(KLC2)

El patron de inmunorreactividad a KLC2 en tejido cerebral de ratas con NCC

(tratadas y no tratadas) se caracterizo por hinchazones axonales en forma de

varicosidades axonales con acimulo de la cadena ligera de la proteina motora

kinesina, presente hasta los 12 meses postratamiento. A diferencia del grupo control
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sano, en donde el patron de inmunorreactividad se caracterizd por ausencia de
hinchazones axonales reactivas a KLC2 y con un marcaje tenue alrededor del soma
y a lo largo del ax6n de la neurona (Figura 4). No se encontro6 esferoides axonales

reactivos a KLC2.
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Figura 4. Patron de inmunorreactividad de KLC2 en tejido cerebral de ratas
con NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios sacrificados a diferente
tiempo postratamiento. (A, D, G) Tejido cerebral de ratas con NCC no tratadas.
(B, E, H) Tejido cerebral de ratas con NCC tratadas. (C, F, I) Tejido cerebral de
ratas sanas. Materia gris (MG): En ambos grupos (tratados y no tratados), se
muestran abundantes varicosidades axonales como cuerpos ovalados con bordes
regulares de 4 a 10 pum de diametro (cabeza de flecha). Materia blanca (MB): En
ambos grupos (tratados y no tratados), escasa presencia de varicosidades axonales.
Control sano, tejido cerebral con ausencia de varicosidades axonales reactivas a
KLC2 en materia gris y blanca.
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Para evaluar si el patron de inmunorreactividad de KLC2 es un buen indicador de
dafo en el transporte axonal, se cuantifico las varicosidades axonales reactivas a
KLC2 en tejido cerebral de los grupos experimentales en un area de 1500 um
alrededor del cisticerco. En el grupo no tratado, al comparar el promedio de
varicosidades axonales entre materia gris y materia blanca, se encontr6 diferencia
estadisticamente significativa en todos los tiempos (valor p=0.04 a las 48 horas y 5
dias , p = 0.003 a los 8 meses, p= 0.01 a los 12 meses) a excepcion de los 2 meses
(p=0.07), siendo la materia gris la zona mas afectada (Tabla 6). Por otro lado, en el
grupo tratado al comparar entre materia gris y blanca, no se encontr6 diferencia
estadistica significativa en todos los tiempos (valor p=0.30 a las 48 horas, p=0.14 a
los 5 dias, p=0.29 a los 2 meses, p=0.27 a los 8 meses) excepto a los 12 meses
(p=0.04), sin embargo, hubo una tendencia a mayor dafio en materia gris (Tabla 6,
Fig. 5). El promedio de varicosidades axonales en materia gris estuvo presente en
un rango de (17- 101/4rea) para el grupo no tratado y (15-72/4rea) para el grupo
tratado comparado con materia blanca donde fue escaso (1- 16/4rea) para grupo no
tratado y (4 a 10/area) en el grupo tratado (Fig. 5, tabla 6). Esto se evidencia en la
figura 5, que muestra la predominancia de varicosidades axonales en materia gris

para los grupos tratados y no tratados comparado con materia blanca.

Al comparar el promedio de varicosidades axonales entre los grupos infectados (no
tratados y tratados) vs control sano por cada tiempo, se encontrd diferencias
estadisticamente significativas en 4 tiempos (valor p=0.02 a las 48 horas, 5 dias,
p=0.007 a los 8 meses y p= 0.013 al2 meses) a excepcion del tiempo 2 meses con
valor p=0.1 (Tabla 6). Las ratas con NCC sacrificadas a los 2 meses postratamiento

presentaron una reduccion en el promedio de varicosidades axonales seguido de un
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incremento exponencial a los 8 y 12 meses, aunque esta reduccion no fue diferente
comparado con los otros tiempos evaluados (valor p=0.07) (Fig. 5. Tabla 6). Por
otro lado, en el grupo tratado el promedio de varicosidades en los ultimos 8 y 12
meses fue similar a los primeros tiempos (48 horas, 5 dias y 2 meses) sin diferencia
estadisticamente significativa entre tiempos (valor p=0.7) (Tabla 6, Fig. 5). Al
comparar el nimero de varicosidades axonales entre los grupos tratados y no
tratados, no se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos para todos los tiempos evaluados (valor p=0.71 a las 48 horas, p=1 a los 5
dias, 2 meses, p=0.5 a los 8 meses y p=0.6 a los 12 meses; Anexo 8), indicando que
el nimero de varicosidades axonales en ambos grupos de ratas con NCC es similar.
Estos resultados obtenidos de acimulo de la cadena ligera de la proteina motora
kinesina (KLC2) en las varicosidades axonales en ratas con NCC tratadas y no
tratadas, serian un buen indicador que muestra la existencia de dafo en el transporte

axonal en ratas con NCC y que el tratamiento antiparasitario no revierte este dano.
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Figura 5. Promedio de varicosidades reactivos a KL.C2: Mayor cantidad de
varicosidades en GM que en MB en todos los tiempos (p<0.05) con incremento a
lo largo del tiempo en el grupo no tratado y constante en el grupo tratado. El grupo
control present6 ausencia de varicosidades axonales (p<0.05).

Tabla 6. Analisis estadistico del promedio de varicosidades reactivas a KLC2 en
tejido cerebral de ratas con NCC (tratadas y no tratadas) y control.

Promedio de varicosidades axonales

Control vs No
Grupos Control No tratados Tratados tratado vs tratado en
materia gris
Materia gris y | Materia gris | Materia blanca @ |Materia gris | Materia blanca @ ®)
. blanca mean+ sem| mean+sem |P-Veiue mean+ sem| mean+sem |P- Value p-value
Tiempos
48 horas 0 28+£11.7 4+ 4 0.0463  [15.25+ 8.35] 6.25+ 3.66 0.3065 0.0238
5 dias 0 61.67+37.1] 1.33+0.88 0.0495 72+ 62.69 | 4.25+4.25 0.1391 0.0284
2 meses 0 17.33+ 7.88] 1.67+1.67 0.0722 34+ 16.61 7.4+3.64 0.2933 0.1001
8 meses 0 101.8+24.4] 15.5+4.62 0.0039 [31.33+15.3] 6+5.03 0.2752 0.0072
12 meses 0 82.6+ 17.1 16+ 5.68 0.0163 54.6+ 20 10.6+9.63 0.0445 0.013
p-value © 0 0.079 0.1395 0.7083 0.881

(@)
®)
©

Valor p obtenido de la comparacion entre materia gris y materia blanca por la prueba de U de Mann-Whitney
Valor p obtenido de la comparacion de materia gris entre los 3 grupos experimentales por la prueba de Kruskal-Wallis

Valor p obtenido de la comparacion entre los 5 tiempos por cada grupo experimental por la prueba de Kruskal-Wallis
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6.4 Patron de inmunorreactividad de Dineina en tejido cerebral de ratas con
NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios a diferente tiempo
postratamiento.

El patréon de inmunorreactividad de dineina en tejido cerebral de ratas con NCC
(tratadas y no tratadas) se caracterizd por presencia de hinchazones axonales en
forma de esferoides y varicosidades axonales con acimulo de la cadena intermedia
de dineina (DIC), presente hasta los 12 meses postratamiento. A diferencia del
grupo control sano, en donde el patrén de inmunorreactividad se caracterizd por
ausencia de hinchazones axonales reactivos a DIC y con un marcaje tenue alrededor

del soma y a lo largo del axdon de la neurona (Figura 6).
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Figura 6. Patron de inmunorreactividad de DIC en tejido cerebral de ratas
con NCC tratadas y no tratadas con antiparasitarios sacrificados a diferente
tiempo postratamiento. (A, D, G) Tejido cerebral de ratas con NCC no tratadas.
(B, E, H) Tejido cerebral de ratas con NCC tratadas. (C, F, I) Tejido cerebral de
ratas sanas. Materia gris (MG): En ambos grupos (tratados y no tratados), se
muestran abundantes esferoides como cuerpos ovaladados con borde regular de 10
a 50 (flecha) y varicosidades axonales como cuerpos ovalados con bordes regulares
de 4 a 10 um de diametro (cabeza de flecha). Materia blanca (MB): En ambos
grupos (tratados y no tratados), escasa presencia de esferoides y varicosidades
axonales. Control sano, ausencia de esferoides y varicosidades axonales reactivas a
DIC en materia gris y blanca.

Para evaluar si el patron de inmunorreactividad de DIC es un buen indicador de
dafio en el transporte axonal, se cuantifico los esferoides y varicosidades axonales

reactivos a DIC en tejido cerebral de los grupos experimentales en un area de 1500
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um alrededor del cisticerco. Al comparar el promedio de esferoides entre materia
gris y materia blanca en el grupo no tratados, se encontré mas cantidad de esferoides
en materia gris en todos los tiempos, aunque fue estadisticamente significativo solo
a las 48 horas (valor p=0.03), 8 (valor p=0.04) y 12 meses (valor p=0.007) con un
promedio de 67- 86 esferoides/area, respectivamente. Respecto a las varicosidades
axonales, la materia gris fue la zona mas afectada presentando mayor cantidad (15-
86 varicosidades/area) comparado con la materia blanca (1- 6 varicosidades/area),
este incremento fue estadisticamente significativo para todos los tiempos evaluados
(valores p =0.04 a las 48 horas, 5 dias, 2 meses, p=0.003 a los 8 meses y p=0.009 a

los 12 meses) (tabla 7).

Por otro lado, en el grupo tratado al comparar el promedio de esferoides entre
materia gris y blanca, solo se encontrd diferencia estadistica significativa a los 2
(valor p=0.05) y 12 meses (valor p=0.005), sin embargo, en todos los tiempos hubo
una tendencia a mayor daio en materia gris (figura 7). Los esferoides axonales en
materia gris estuvieron presentes en un rango de (1-142 esferoides/area), mientras
que en materia blanca estuvo ausente (tabla 7). Las varicosidades axonales
estuvieron presentes en materia gris en un rango de (8-103 varicosidades/ area),
mientras que en materia blanca el nimero de esferoides fue escaso. Esta diferencia
fue estadisticamente significativa a las 48 horas (valor p=0.04), 5 dias (valor
p=0.01) y 12 meses (valor p=0.005) postratamiento, con una tendencia a mayor
dafio en materia gris que en materia blanca (Tabla 7). Estos resultados se evidencian
en la figura 7, que muestra la predominancia de esferoides y varicosidades axonales
en materia gris para los grupos tratados y no tratados comparado con materia blanca

y ausencia en el grupo control sano.
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Al comparar el promedio de hinchazones axonales entre los grupos infectados (no
tratados y tratados) vs control sano por cada tiempo, se encontr6 diferencias
estadisticamente significativas en 3 tiempos (valor p=0.05 a las 48 horas, 5 dias y
p=0.017 a los12 meses post tratamiento) a excepcion de los tiempos de 2 y 8 meses
(Tabla 7). A los 2 meses en ambos grupos infectados (tratados y no tratados) se
redujo el promedio de esferoides y varicosidades axonales con un incremento
exponencial a los 8 y 12 meses, aunque no fue estadisticamente diferente de los
otros tiempos evaluados (valor p=0.1 en el grupo no tratado y p=0.27 en el grupo
tratado) (tabla 7, figura 7). Por otro lado, al comparar el promedio de esferoides y
varicosidades axonales entre los grupos tratados y no tratados, no se encontro
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, para todos los
tiempos evaluados (Anexo 9), indicando que el acumulo de dineina en los
esferoides y varicosidades axonales es similar y estd presente en ambos grupos de
ratas con NCC. Asi mismo, los valores de esferoides comparado con varicosidades
axonales fueron similares en todos los tiempos (Anexo 10). Por consiguiente, los
resultados obtenidos del patron de inmunorreactividad de DIC caracterizado por el
acumulo de dineina en las hinchazones axonales con predominancia en materia gris
en los grupos infectados tratados y no tratados, serian un indicador de existencia de

dafo en el transporte axonal en ratas con NCC.
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Figura 7. Promedio de hinchazones axonales reactivos a DIC. A. Promedio de
esferoides axonales. B. Promedio de varicosidades axonales. Presentes en mayor
cantidad en GM que en WM (p<0.05), con un ligero incremento a lo largo del
tiempo. El grupo control presentd ausencia de esferoides y varicosidades axonales
(p<0.05).
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Tabla 7. Analisis estadistico del promedio de esferoides y varicosidades reactivas a DIC en tejido cerebral de
ratas con NCC (tratadas y no tratadas) y control.

Promedio de esferoides

Control vs No tratado vs

Grupos Control No tratados Tratados Tratado en materia gris
. Materia gris| Materia gris | Materia blanca @| Materia gris | Materia blanca @ ®)
Tiempos y blanca mean+sem | meanxsem |P-Yalue mean +sem | mean+sem |P-Value p-value
48 horas 0 21.3+19.24 0 0.0369 1.75+ 0.85 0.25+0.25 0.1215 0.0567
5 dias 0 38.3+£22 1+1 0.1212 4+ 3.67 0 0.1306 0.0507
2 meses 0 6+ 6 0 0.3173 7.4+ 4.6 0 0.0539 0.4178
8 meses 0 67.7£32.2 3.7£2.5 0.0463 49+ 30.5 0 0.1213 0.0608
12 meses 0 86.6=+11.55 3+3 0.0071 | 142.6+65.99 0 0.0053 0.0171
p- value © 0 0.1093 0.8951 0.2726 0.9653
Promedio de varicosidades
Grupos Control No tratados Tratados g:;::;(l) Vean;:::::‘ad(g)r‘i,:
. Materia gris| Materia gris | Materia blanca @| Materia gris | Materia blanca @ ®)
Tiempos y blanca mean+sem | mean+sem |P-Yalue mean +sem | mean+sem |P-Value p-value
48 horas 0 19+ 6.42 1+ 1 0.0463 14+ 5.37 1.5£1.2 0.0421 0.0256
5 dias 0 58.3+ 30.32 0.7+ 0.7 0.0463 33+23.4 0 0.0139 0.0272
2 meses 0 15.7+£10.8 0.33+0.33 0.0463 8.6£4.9 2.6£2.6 0.1475 0.0801
8 meses 0 77.83+ 14.65 3.33+ 1.54 0.0037 64.7+ 34.96 0.33+0.33 0.2463 0.0236
12 meses 0 86.8+ 26.84 6+ 2 0.009 103.6+ 45.21 0 0.0053 0.0183
p-value © 0 0.0694 0.3083 0.1918 0.7217

@ Valor p obtenido de la comparacion entre materia gris y materia blanca por la prueba de U de Mann-Whitney
® Valor p obtenido de la comparacion de materia gris entre los 3 grupos experimentales por la prueba de Kruskal-Wallis

© Valor p obtenido de la comparacién entre los 5 tiempos por cada grupo experimental por la prueba de Kruskal-Wallis

6.5 Evaluacion de daiio axonal mediante el namero de hinchazones

axonales reactivos a NFP en tejido cerebral de ratas con NCC tratadas

y no tratadas con antiparasitarios a diferente tiempo postratamiento

La inmunorreactividad de la cadena pesada de neurofilamento (NFP) en tejido

cerebral de ratas con NCC (tratadas y no tratadas) se caracterizo por presencia de

hinchazones axonales en forma de esferoides y varicosidades axonales con acimulo

de neurofilamento, presente desde las 48 horas hasta los 12 meses postratamiento.

A diferencia del grupo control sano, en donde el patron de inmunorreactividad se
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caracterizd por ausencia de hinchazones axonales y con un marcaje normal del

neurofilamento (en forma de fibras o filamentos) a lo largo del ax6n de la neurona

(Figura 8).
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Figura 8. Inmunorreactividad de NFP en tejido cerebral de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios sacrificados a diferente tiempo
postratamiento. (A, D, G) Tejido cerebral de ratas con NCC no tratadas. (B, E, H)
Tejido cerebral de ratas con NCC tratadas. (C, F, I) Tejido cerebral de ratas sanas.
Materia gris (MG): En ambos grupos (tratados y no tratados), se muestran
abundantes esferoides como cuerpos ovaladados con borde regular de 10 a 50
(flecha) y varicosidades axonales como cuerpos ovalados con bordes regulares de
4 a 10 um de didmetro (cabeza de flecha). Materia blanca (MB): En ambos grupos
(tratados y no tratados), escasa presencia de esferoides y varicosidades axonales.
Control sano, ausencia de esferoides y varicosidades axonales reactivas a NFP en
materia gris y blanca.
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Se cuantificé los esferoides y varicosidades axonales reactivos a NFP en tejido
cerebral de los 3 grupos experimentales en un area de 1500 um alrededor del
cisticerco. Al comparar el promedio de esferoides entre materia gris y materia
blanca en el grupo no tratado, se encontré mas cantidad en materia gris (rango de
42- 224 esferoides/ area), el cual fue estadisticamente significativo en 3 tiempos
postratamiento (valores de p=0.04 a los 2 meses, p=0.003 a los 8 meses y p=0.007
a los 12 meses), excepto a las 48 horas y 5 dias. Asi mismo, las varicosidades
predominaron en materia gris presentando de 100-314 varicosidades/ darea
comparada con la materia blanca (1- 6 varicosidades/area). Esta predominancia en
materia gris fue estadisticamente significativa en todos los tiempos (valores de p
=0.04 a las 48 horas y 5 dias, p=0.03 a los 2 meses, p= 0.002 a los 8 meses y p=

0.007 a los 12 meses) (tabla 8).

De igual forma, en el grupo tratado los esferoides y varicosidades estuvieron
presentes en mayor proporcion en materia gris, el cual fue estadisticamente
significativo en todos los tiempos (tabla 8). Los esferoides axonales en materia gris
estuvieron presentes en un rango de 8-92 esferoides/area, mientras que en materia
blanca fue menor a 2 esferoides/area (valor p=0.02 a las 48 horas y 5 dias, p=0.007
a los 2 meses, p=0.03 a los 8 meses y p=0.007 a los 12 meses) (tabla 8). Las
varicosidades axonales estuvieron presentes en materia gris en un rango de 55-294
varicosidades/ drea, mientras que en materia blanca fue menor a 10 varicosidades/
area (valores p=0.02 a las 48 horas, p=0.01 a los 5 dias, 0.005 a los 2 meses, p=0.04
a los 8 meses y p=0.06 a los 12 meses) (Tabla 8). Esto se evidencia en la figura 9,
que muestra la predominancia de esferoides y varicosidades axonales en materia

gris para los grupos tratados y no tratados comparado con materia blanca.
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Al comparar el promedio de esferoides y varicosidades axonales entre los grupos
infectados (no tratados y tratados) vs control sano por cada tiempo, se encontrd
diferencias estadisticamente significativas en los 5 tiempos evaluados de 48 horas
(valor p=0.02), 5 dias (valor p=0.02), 2 meses (valor p=0.04), 8 meses (valor
p=0.006) y 12 meses (valor p=0.005)(Tabla 8). Por otro lado, al comparar el
promedio de esferoides y varicosidades axonales entre los grupos tratados y no
tratados, no se encontrd diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos, para todos los tiempos evaluados (Anexo 11). En el grupo tratado, hubo
una tendencia a mayor niimero de esferoides y varicosidades axonales a los 5 dias
postratamiento que luego se redujo, aunque no fue estadisticamente diferente de los
otros tiempos (valor p=0.069 para esferoides y p=0.24 para varicosidades) (Tabla
8, Fig. 9). A diferencia del grupo no tratado, donde el promedio de esferoides y
varicosidades axonales se increment6 de forma exponencial desde los 2 meses hasta
los 12 meses postratamiento (Fig. 9). Asi mismo, el nimero de varicosidades
axonales fue mayor a los esferoides en ambos grupos tratados y no tratados, sin
embargo, no se encontré diferencias estadisticamente significativas (Anexo 12).
Por consiguiente, los resultados obtenidos del patron de inmunorreactividad de NFP
caracterizado por el acimulo de neurofilamento en las hinchazones axonales con
predominancia en materia gris en los grupos infectados tratados y no tratados, son

un indicador de la existencia de dano axonal en ratas con NCC.
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Figura 9. Promedio de hinchazones axonales reactivos a NFP. A. Promedio de
esferoides axonales. B. Promedio de varicosidades axonales. Presentes en mayor
cantidad en GM que en WM (p<0.05), con un ligero incremento a lo largo del
tiempo. El grupo control presentd ausencia de esferoides y varicosidades axonales
(p<0.05).
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Tabla 8. Analisis estadistico del promedio de esferoides y varicosidades reactivas
a NFP en tejido cerebral de ratas con NCC (tratadas y no tratadas) y control.

Promedio de esferoides

Control vs No
Grupos Control No tratados Tratados tratado vs tratado
en materia gris
TH o Materia gris Materia gris | Materia blanca p- value @ | Materia gris | Materia blanca p- value @ - value ®)
y blanca mean + sem mean =+ sem mean =+ sem mean + sem
48 horas 0 48 £22.6 1.33+1.33 0.0722 8.5+1.71 0 0.0286 0.0272
5 dias 0 42.6 £35.67 3+3 0.2612 92.25 £55.91 0.25+0.25 0.0286 0.0238
2 meses 0 80+31.5 1+0.58 0.0495 55 +16.94 0.2+0.2 0.0079 0.0471
8 meses 0 155.2 +45.93 0.67 +0.67 0.0028 55.7+20.73 0 0.0369 0.0066
12 meses 0 224.4 +80.67 0.6 £0.25 0.0079 47.6 £17.17 0.4+0.4 0.0079 0.0052
p-value © 0.119 0.8779 0.0699 0.9598
Promedio de varicosidades
Control vs No
Grupos Control No tratados Tratados tratado vs tratado
en materia gris
Ti Materia gris | Materia gris | Materia blanca @ | Materia gris | Materia blanca @ ®
iempos p-value p-value p-value
y blanca mean + sem mean + sem mean + sem mean + sem
48 horas 0 100.33 +29.28 6 +£3 0.0463 55.25 +£15.99 0 0.0286 0.0238
5 dias 0 150.67 +101.2 4423 0.0495 2943 +£114.86 2.75+2.75 0.018 0.0238
2 meses 0 113.67 +31.53 0 0.0369 138 +26.7 0 0.0053 0.0471
8 meses 0 314.67 £31.53 0.33 +0.33 0.0028 219 £90.28 10 £10 0.0463 0.0098
12 meses 0 300 +£56.32 1 0.0071 199.2 £91.74 6 +£5.75 0.0635 0.0311
p-value © 0.0743 0.335 0.2433 0.7739

@ Valor p obtenido de la comparacion entre materia gris y materia blanca por la prueba de U de Mann-Whitney

® Valor p obtenido de la comparacion de materia gris entre los 3 grupos experimentales por la prueba de Kruskal-Wallis

© Valor p obtenido de la comparacion entre los 5 tiempos por cada grupo experimental por la prueba de Kruskal-Wallis

6.6 Determinacion de la correlacion que existe entre la inmunorreactividad

de las proteinas motoras kinesina y dineina con el marcador de dafo

axonal en tejido cerebral de ratas con NCC tratadas y no tratadas con

antiparasitarios.

De acuerdo con los resultados obtenidos del patron de inmunorreactividad para las
proteinas motoras (kinesina y dineina) y neurofilamento. En donde, al evaluar cada
marcador por separado y grupo experimental (ratas con NCC tratadas y ratas con
NCC no tratadas), no encontramos diferencias estadisticamente significativas en los
5 tiempos postratamiento (48 horas, 5 dias, 2 meses, 8 meses y 12 meses). Para

evaluar la correlacion se unieron los valores de inmunorreactividad de los 5 tiempos
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postratamiento por biomarcador (KIF5A, KLC2, DIC y NFP) en cada grupo
experimental. En cada muestra, se considerd el nimero total de hinchazones
axonales (esferoides + varicosidades) en toda el 4rea analizada (materia gris +

blanca).

Como se muestra en la figura 10, se encontrd una correlacion positiva entre la
inmunorreactividad de kinesina y dineina (hinchazones axonales reactivos a estas
proteinas) y dafio axonal (hinchazones axonales reactivos a NFP). Respecto al
grupo de ratas con NCC no tratadas, la correlacion entre el nimero de hinchazones
axonales reactivas a KIF5SA y KLC2 con NFP, present6 un valor rho de 0.61 (valor
p=0.0043) y 0.84 (valor p=0.00001) indicando una correlacion positiva moderada
a alta entre ambas variables (Fig. 10 A, B). Asi mismo, al evaluar la correlacion
entre el nimero de hinchazones axonales reactivos a dineina con NFP, se obtuvo
un valor rho de 0.72 el cual también fue estadisticamente significativo (valor
p=0.0005) (Fig. 10 C), indicando una correlacion positiva alta entre ambas

variables.

De forma similar, en el grupo de ratas con NCC tratadas, se encontrd una
correlacion positiva alta entre el nimero de hinchazones axonales reactivas con
NFP, el cual estadisticamente significativo con valores rho de 0.78 (valor p=0.0001)
y 0.61(valor p=0.0034) para KIFSA y KLC2 respectivamente Fig. 10 D, E).
Respecto a la correlacion entre el numero de hinchazones axonales reactivas a
dineina con NFP, el valor rho obtenido fue de 0.48 (valor p= 0.02) indicando una
correlacion positiva moderada entre ambas variables (Fig. 10 F). Estos resultados
obtenidos, demuestran que en ratas con NCC existe una asociacion entre el patrén

de inmurreactividad de las proteinas motoras (indicadores de dafio en el transporte
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axonal) con dafio axonal, ya que tanto el

NFP y las proteinas motoras se encuentran

acumulados en las hinchazones axonales (en forma de esferoides y varicosidades

axonales) alrededor del tejido que rodea al cisticerco, cuyo cambio patoldgico se

mantiene en el tiempo.
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Figura 10. Analisis de correlacion de Spearman en tejido cerebral de ratas con
NCC tratadas y no tratadas con antiparasitario. (A, B, C) Correlacion de
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Spearman entre la inmunorreactividad de las proteinas motoras (KIF 5A, KLC2 y
DIC) con NFP en el grupo de ratas con NCC no tratados: Las graficas muestran una
correlacion positiva moderada entre el entre el promedio de hinchazones axonales
reactivos a las proteinas motoras KIFSA, KLC2, DIC con NFP (p< 0.05). (D, E, F)
Correlacion de Spearman entre la inmunorreactividad de las proteinas motoras (KIF
5A, KLC2 y DIC) con NFP en el grupo de ratas con NCC tratadas: Las graficas
muestran una correlacion positiva moderada entre el entre el promedio de
hinchazones axonales reactivas a las proteinas motoras KIFSA, KLC2 y DIC con

NFP (p< 0.05).
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VII. DISCUSION:
En el presente estudio se evalud por primera vez el patron de inmunorreactividad
de las proteinas motoras kinesina y dineina como posibles indicadores de dafio en
el transporte axonal en tejido cerebral de ratas con NCC a diferente tiempo
postratamiento y el efecto del tratamiento sobre estos patrones de
inmunorreactividad. En el tejido cerebral de ratas con NCC, se observé un patrén
de inmunorreactividad de las proteinas motoras, caracterizado por presentarse como
acumulos proteicos en forma de esferoides o varicosidades axonales alrededor del
cisticerco. Este patron de inmunorreactividad fue diferente a lo encontrado en tejido
cerebral de ratas sanas, el cual se caracterizo por presencia de un marcaje tenue en
el soma de las neuronas y a lo largo de los axones con ausencia de esferoides o
varicosidades axonales. El patron de inmunorreactividad encontrado para las
proteinas motoras en el tejido cerebral de ratas con NCC, es un indicador de
presencia de dafio en el transporte axonal ya que ambas proteinas kinesina y dineina
son componentes importantes de la maquina de transporte axonal. Asi mismo, se
asocia con dafio axonal (acimulo de la proteina neurofilamento en los esferoides o
varicosidades axonales), que era de esperarse ya que cualquier alteracion en las
proteinas motoras llevaria al acimulo anormal de los componentes que transportan,

como son los neurofilamentos.

En este estudio, se busco conocer si el tratamiento antiparasitario en ratas con NCC
podrian tener un efecto en el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras
a lo largo del tiempo postratamiento, por ello se evalud las muestras procedentes
del grupo de ratas con NCC que recibieron tratamiento antiparasitario. Los

resultados muestran que el tratamiento o protocolo de tratamiento aplicado no fue
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eficaz para causa la degeneracion de los cisticercos, ya que el porcentaje de
cisticercos dafiados en el grupo que recibi6 tratamiento fue menor al 50% y no
permitié encontrar diferencias entre ratas con NCC tratadas y no tratadas. No
obstante, podemos ver que a las 48 horas se observa que el 50% de cisticerco
mostraron un dafio en el tegumento y a los 5 dias se incrementa ese dafio moderado
del tegumento del cisticerco, sin embargo, a los 2 y 8 meses este dafio se redujo con
incremento en el porcentaje de cisticercos viables hasta los 12 meses
postratamiento. A partir de estos resultados, es probable que el tratamiento haya
causado un dafio inicial en la superficie de los cisticercos, que se evidencia en los
resultados de 48 horas, 5 dias pero que estos hayan sido capaces de recuperarse del
dafio inicial causado por el tratamiento en el tiempo; por ello la existencia de
cisticercos viables sin dafio o alteracién del tegumento en los ultimos meses

postratamiento.

De acuerdo con lo reportado en otros estudios en porcinos, el oxfendazol es eficaz
para controlar quistes musculares de 7. solium pero no cerebrales (50.51). Sin
embargo, en ratas el uso combinado de praziquantel con oxfendazol aumento el
dafio en el cisticerco (90% de eficacia a las 48 horas) comparado con albendazol
(83 % de eficacia a las 48 horas) a la dosis de 100 mg/ kg/dia de cada uno de los
farmacos por un periodo de 7 dias (41), mientras que en nuestro estudio la eficacia
alcanzada a las 48 horas fue del 50% y la dosis usada fue menor con un periodo de
dosificacion de menos dias. Por el contrario, se reporta que en ratones infectados
con Taenia crassiceps, tratados con una dosis unica de oxfendazol (30 mg/kg) y
combinacion de oxfendazol con nitazoxanida causaron la degeneracion de los

cisticercos (52), sin embargo, en nuestro estudio el protocolo de tratamiento
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(oxfendazol + prazicuantel) a la dosis aplicada no result6 efectivo. Por lo cual, se
sugiere en futuros estudios probar dosis mas altas de oxfendazol o incrementar los
dias de administracidon para garantiza una mejor eficacia del tratamiento y verificar

su influencia en el patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras.

Nuestros resultados muestran que las hinchazones axonales reactivas a kinesina,
dineina y neurofilamento estuvieron presentes en ratas con NCC tratadas y no
tratadas, sin diferencias estadisticamente significativas. Estos resultados estarian
asociados a la poca eficacia del tratamiento antiparasitario en el grupo de ratas con

NCC tratadas.

Se pudo apreciar que las hinchazones axonales reactivas a las proteinas motoras y
neurofilamento predominaron en materia gris; en ambos grupos tratados y no
tratados. Estos resultados coinciden con lo reportado por Castillo et a/, que evalud
el dafio axonal a las 48 horas y 2 meses postratamiento donde las hinchazones
axonales reactivos a NFP se encontraron en mayor proporcidon en materia gris;
sugiriendo que este dafio se debe a menor grado de mielinizacion en esta zona (41).
Los resultados, son similares a lo observado en la enfermedad de esclerosis
multiple, en donde los pacientes son mas propensos a la desmielinizacion y
formacion de esferoides (31, 53), y se reporta que la pérdida de axones de pequeio
calibre se compensaria con la hinchazén de los axones adyacentes para cubrir el
area desmielinizada (53). Por otro lado, la mielinizacion depende de la presencia de
oligodendrocitos ya que son los encargados de producir la mielina, importantes para
proteger a los axones de cualquier ambiente neurotoxico que induzca degeneracion
e inflamaciéon en los axones (45). Asi mismo, cualquier alteraciéon en los

oligodendrocitos afectaria el transporte axonal rapido asociado a dineina y llevaria
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al acumulo de otros componentes (46). En ratas con NCC, se reporta una reduccion
en la poblacion de oligodendrocitos (marcador Olig2) que se correlaciona de forma
negativa con la formacion de esferoides (64). Por consiguiente, sugerimos que, el
dafio en materia gris se debe a la presencia de axones de menor calibre con menor
proteccion por la mielina y reduccidon en la poblacion de oligodendrocitos,
haciéndolos mas propensos a la degeneracion; siendo importante en futuros

estudios evaluar el grado de mielinizacion de los axones.

Hubo una tendencia a mayor numero de varicosidades comparado con los
esferoides axonales reactivos a kinesina, dineina y neurofilamento, aunque no fue
estadisticamente significativo. Muy pocos estudios hacen esta clasificacion en
esferoides y varicosidades axonales; y se reportan inicamente como hinchazones
axonales. Sin embargo, es probable que las hinchazones axonales de menor
diametro se fusionen con otras para dar la apariencia de esferoides. Esto se ve
reflejado en un estudio ex vivo en el nervio Optico de raton, el cual después de ser
sometido a un dafio, las hinchazones se fusionaban con hinchazones vecinas dando
la apariencia de esferoides de mayor tamafo (38). Otros indican que los esferoides
pueden incrementar de tamafio en el tiempo (por incremento en el flujo de calcio y
cambios en la osmolaridad) y llevar a la ruptura de la membrana con expulsion del

contenido hacia el exterior causando un dafio irreversible (31).

Debido a que las proteinas kinesina y dineina, son los principales componentes de
la maquinaria de transporte axonal, el acimulo de estas proteinas en las hinchazones
axonales en ratas con NCC con ausencia en el control sano encontradas en este
estudio, son un indicador de existencia de dafio en el transporte axonal en la NCC,

el cual se mantiene en el tiempo. Estos resultados son congruentes con lo reportado
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en otras enfermedades neurodegenerativas como esclerosis multiple, en donde
existe una reduccion en la expresion del ARNm y proteina de KIFSA en materia
gris del tejido cerebral de pacientes y modelos animales y se caracterizan por
presentar esferoides con acumulo de KIF5A y neurofilamento con incremento en el
tiempo (13,55). De igual forma, en caninos se reporta que el virus del distemper
canino, genera una reduccion en la expresion de KIFSA y DIC con acimulo a nivel
de sustancia blanca (14). Asi mismo, mutaciones en el gen KIF5A lleva a la
formacion de agregados de KIFSA y mitocondrias, lo cual conduce a la muerte de
las neuronas por unién alterada a los microtubulos (56,57). Respecto a KLC2,
nuestros resultados coinciden con lo reportado en Alzheimer, en donde en un
modelo animal se encontraron esferoides positivos a KLC con reducciéon en la
expresion del ARNm, el cual se asocia con la formacion de péptidos B amiloides

(63).

A la evaluacion de kinesina se encontrd un mayor nimero de hinchazones axonales
reactivas a KIF5A comparado con KLC2. La kinesina es una proteina compuesta
por 2 cadenas pesadas y 2 cadenas ligeras, con pesos moleculares de 107 a 117 kDa
para KIF5A y de 60 a 70 kDa para KLC (18, 66). En nuestro estudio, esta mayor
cantidad de esferoides y varicosidades axonales reactivos a KIF5A podria deberse
que ocupa un area mayor dentro del tejido a diferencia de KLC2 el cual se visualiza
unicamente en varicosidades axonales, siendo necesario verificar estos resultados a

través de inmunofluorescencia y corroborar su colocalizacion.

Por otro lado, la cantidad de hinchazones axonales reactivas a DIC fue menor a lo
encontrado para kinesina y neurofilamento. La baja proporcion de hinchazones

axonales reactivas a DIC es reportada por Kreutzer et al., quienes no encontraron
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esferoides positivos para dineina, pero si para otras proteinas en ratones infectados
con el virus de TMEV (13). Asi mismo, en Alzheimer se reporta una baja expresion

de la proteina en la corteza frontal de pacientes con esta enfermedad (18).

Si bien los estudios de acimulo de kinesina y dineina en las hinchazones axonales
se reportan en materia blanca, es probable que en la NCC el dafo empiece en
materia gris y se extienda hacia materia blanca en el tiempo. Asi mismos, los
resultados obtenidos demuestran que una vez que se da el acaimulo de las proteinas
en las hinchazones axonales el dafo se mantiene en el tiempo con una tendencia a
incrementar. Por lo que se sugiere en futuros estudios evaluar el patron de
inmunorreactividad de las proteinas motoras y la expresion de los genes que

codifican las proteinas motoras y ver si existen cambios significativos en el tiempo.

Se pudo apreciar que las hinchazones axonales reactivas a NFP estuvieron presentes
en ratas con NCC tratadas y no tratadas indicando la existencia de dafio axonal, sin
diferencia estadistica en ambos grupos. Nuestros resultados corroboran lo reportado
en otros estudios, donde usan el NFP como marcador de dafio axonal y encuentran
una patologia similar con mayor dafio en materia gris (6, 41). También en el grupo
tratado encontramos una tendencia a mayor nimero de hinchazones axonales a los
5 dias postratamiento que coincide con daiio moderado en todos cisticercos, aunque
no fue estadisticamente diferente del grupo no tratado. Estudios reportan que el
tratamiento incrementa la respuesta inflamatoria a los 5 dias postratamiento y en
cerdos con cisticercos parenquimales se correlaciona con mayor dafio en el
cisticerco (42, 43,44, 45). Asi mismo, en ratas tratadas se reporta una inflamacion
con infiltrado no granulomatoso a las 24 horas (40% de cisticercos) y con infiltrado

granulomatoso a los 2 meses (25% de cisticercos) con mayor alteracion de la
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integridad del cisticerco (dafio severo, con pérdida del tegumento, infiltrado
inflamatorio) a los 2 meses (41). Por lo cual, es importante en pacientes administrar
el tratamiento asociado a corticoides para reducir la inflamacion (45). Si bien en
nuestro estudio no se puede afirmar que el tratamiento incremente la respuesta
inflamatoria y dafio axonal comparado con un grupo no tratado, resulta importante

evaluar su asociacion en futuros estudios.

Encontramos que existe correlacion positiva entre las hinchazones axonales
reactivas a las proteinas motoras (kinesina y dineina) y neurofilamento, indicando
que en la NCC existe una asociacion entre los marcadores de dafio en el transporte
axonal con el dafio axonal. Se sabe que el neurofilamento forma parte del
citoesqueleto axonal y su transporte esta mediado por las proteinas motoras (49).
En un estudio previo, se corrobora esta asociacion, en donde la ausencia del gen
KIF5A lleva a la degeneracion neuronal y acimulo de NFP con pérdida de axones
y paralisis (54). Siendo importante en futuros estudios evaluar la asociacion con

otros componentes que transportan estas proteinas motoras a lo largo del axon.

Si bien en la NCC no existen estudios previos que evaluen estas proteinas motoras,
se reporta que el acumulo de distintos componentes en las hinchazones axonales
como APP y NFP podrian estar asociado a dafo o alteracion de las proteinas
motoras (6). Se conoce que las neuronas tienen una alta demanda de energia (que
proviene de las mitocondrias) para diversos procesos como el transporte axonal,
siendo las proteinas motoras dependientes de ATP para movilizarse (60). Es asi,
que cualquier falta o agotamiento de ATP, contribuiria a que los componentes
axonales queden acumulados a lo largo del axon. Esto es consistente, con lo

reportado en un estudio, donde mutacion en KIF5A se asocia con acumulacion
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distal de mitocondrias (afectando suministro de energia) y unidon aberrante a las
proteinas transportadas (57). De acuerdo lo reportado, en ratas con NCC existe un
incremento del estrés oxidativo que se asocia con mayor gliosis y dafio neuronal
(65). Se conoce que el exceso de 6xido nitrico (proveniente del iNOS de las células
inflamatorias) afecta a nivel mitocondrial, ya que inhibe los complejos respiratorios
mitocondriales como el citocromo C oxidasa y en consecuencia la produccion de
ATP (59, 60). Esto concuerda con un estudio in vitro, en donde las neuronas
expuestas a oOxido nitrico, presentan disminucién en la expresion del gen y la
proteina KIF5SA (15). De acuerdo con estos estudios se especula, que en la NCC el
acumulo de las proteinas motoras en las hinchazones axonales estaria asociado a un
agotamiento de ATP, por afeccion inicial de las mitocondrias, el cual queda

pendiente de evaluar en otros estudios.

Por otro lado, la proteina dineina se encarga de transportar autofagosomas,
importante para la degradacion de componentes toxicos para la neurona (29) y
defectos en el transporte afectan la maduracion de lisosomas y autofagosomas,
incrementando la produccion de ROS y dafio axonal (61). En ratas con NCC se ha
reportado una autofagia disfuncional (7) que favoreceria la formacién de esferoides
y dafio mitocondrial generando un ambiente cronico oxidativo, con agotamiento de
ATP. También es probable que los antigenos del cisticerco medien una respuesta
inflamatoria cronica permanente con afeccion de las mitocondrias, autofagomas,
agotamiento de ATP y actimulo de las proteinas motoras en las hinchazones

axonales.

Por otro lado, las proteinas motoras se encuentran reguladas por quinasas, que

controlan su uniéon y separacion de los componentes transportados y
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desregulaciones afectan su funcionalidad (48). Quinasas como, GSK3p, cdk5/p35,
JNK, p38 MAPK (p38) y ERK a través de procesos de fosforilacion y
desfosforilacion regulan la proteina motora kinesina (18, 36, 58, 62). Respecto a
dineina su actividad se encuentra regulada por dinactina, adaptadores de carga
(proteinas D bicaudales, familia de proteinas Hook, spindly, TRAK2, Jill, HAP1),
GSK3p, CK1 (62). Siendo importante, en futuros estudios evaluar si los resultados

obtenidos se asocian con desregulacion a nivel las quinasas.

Se resumen, que en ratas con NCC existe acimulo de kinesina y dineina en las
hinchazones axonales siendo un indicador de presencia de dafio en el transporte
axonal que se asocia con el acimulo de neurofilamento; cuyo proceso patoldgico
parece ser irreversible en el tiempo. Si bien, la alteracion en las proteinas motoras,
solo se evalu¢ a través de la técnica de IHC, queda mucho por investigar ya que los
procesos que regulan el transporte axonal estdn ampliamente interconectados. Es
probable que multiples mecanismos sinérgicos (respuesta inflamatoria, dafio
mitocondrial, agotamiento de ATP, estrés oxidativo y autofagia disfuncional)
favorezcan esta alteracion. La evaluacion de estos procesos y su asociacion sera util
en futuros estudios para identificar la causa principal que induce este dafio en el

transporte axonal y dirigir terapias tempranas para mantener la homeostasis axonal.
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VIII. LIMITACIONES

El uso de rata como modelo animal, al no ser su hospedador natural
podria dar un diferente patron de inmunorreactividad de kinesina y
dineina. Asi mismo, la via de infeccion experimental intracraneal difiere
de la via de infeccidon natural (via oral). La rata no es el hospedero
natural de 7' solium.

Tamafio de muestra reducido por la seleccion de acuerdo a criterios de
inclusion (quistes parenquimales y no més de 3 quistes por cerebro).
Tratamiento antiparasitario no efectivo. Debido a que el tratamiento no
fue efectivo, el numero de cisticercos dafiados fue muy bajo y no
permitio identificar si el tratamiento influye en incrementar el acimulo
de las proteinas motoras (kinesina y dineina) en las hinchazones
axonales y en consecuencia el dafio en el transporte axonal. Asi mismo,
explicaria la ausencia de diferencia estadisticamente significativa entre

grupos de ratas con NCC tratadas y no tratadas.
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IX.

CONCLUSIONES

En ratas con NCC, el patron de inmunorreactividad de las proteinas
motoras (kinesina y dineina) se caracterizd por la acumulacion
patologica de las proteinas en forma de esferoides y varicosidades en el
tejido que rodea al cisticerco con ausencia de esta alteracion en ratas
sanas, indicando la existencia de dafio en el transporte axonal.

En ratas con NCC, se encontr6 dafo axonal caracterizado por la
acumulacion patologica de NFP en forma de hinchazones axonales con
ausencia de esta alteracion en ratas sanas.

En ratas con NCC, existe correlaciéon positiva entre el patrén de
inmunorreactividad de las proteinas motoras (indicador de dafio en el
transporte axonal) y dafo axonal en tejido cerebral de ratas con NCC
tratadas y no tratadas con antiparasitarios.

El patron de inmunorreactividad de las proteinas motoras y
neurofilamento fue similar en ambos grupos de ratas con NCC tratadas
y no tratadas con antiparasitarios.

En tejido cerebral de ratas con NCC existe un dafio en el transporte
axonal caracterizado por la acumulacion patologica de las proteinas
motoras kinesina (KIF5A, KLC2) y dineina (DIC) en forma de
esferoides y varicosidades axonales de las neuronas que rodean al
cisticerco que se asocia con el dafio axonal, el cual estd presente en el

tiempo, siendo un dafio irreversible.
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X.

RECOMENDACIONES

Estandarizar un protocolo de tratamiento antiparasitario para garantizar
una adecuada eficacia del tratamiento en ratas con NCC.

Evaluar la expresion de las proteinas motoras y genes que codifican
dichas proteinas para corroborar la desregulacion del transporte axonal
en la enfermedad de NCC.

Evaluar las proteinas que regulan la actividad de las proteinas motoras
(quinasas) en la NCC.

Incrementar el tamafio de muestra para reducir el error en los resultados.
Evaluar el dafio en el transporte axonal en otros modelos animales o in
Vitro.

Evaluar la asociacion entre la inflamacion, produccion de 6xido nitrico,
dafno mitocondrial y autofagia disfuncional con el dafio en el transporte

axonal.
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XII. ANEXOS

ANEXO 1: TINCION DE HEMATOXILINA Y EOSINA

1.Desparafinacion e hidratacién: Colocar las laminas en la estufa a 60° C y luego
al Xilol I solo metiendo y sacando al momento. Calentar en la estufa y proceder a
colocar las laminas en los siguientes solventes: Xilol I, Xilol II, alcohol absoluto I,
alcohol 95° I 'y alcohol 95° II (por 1 minuto en cada solvente). Para el ultimo paso

se procedera a hidratar con agua de cafio en chorro.

2.Tincion: Sumergir las laminas en Hematoxilina de Harris por 2 minutos. Luego,
se lavar con agua destilada hasta que el agua esté limpia. Seguidamente se sumergir
las laminas en agua 4cida 1% (alcohol de 70° + ac. clorhidrico) y se retir6
inmediatamente. Después, lavar con agua amoniacal (carbonato de litio en solucion
saturada) por 1 minuto, el cual torna el tejido a un color azulino. Luego, lavar con
agua destilada para retirar los restos de agua amoniacal. Realizar la contratincion

con Eosina alcoholica al 5% (coloracion citoplasmatica) por 30 a 20 segundos.

3.Deshidratacion y montaje: Colocar las laminas en una bateria crecientes de
alcoholes: Alcohol de 80°, alcohol de 90°, alcohol de 96° y alcohol absoluto.
Luego, secar en una estufa por 5 minutos. Luego pasar las ldminas por: xilol I y

Xilol II. Finalmente se montar las laminas con solucion Entellan.



ANEXO 2: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA KIF5A

(Cadena pesada de la proteina motora Kinesina)- IgG Rabbit

1. Desparafinaciéon: Colocar las [aminas en una estufa a 64°C por 45 min. Luego,
colocar en los siguientes solventes: Xilol I (3 minutos por 1 vez), Xilol II (3 minutos
por 3 veces), Xilol III (3 minutos por 2 veces). Secar entre cada Xilol durante 2
minutos. Secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes (en cada uno 2
minutos y de manera consecutiva, no pasar por estufa). Alcohol absoluto I y II,
Alcohol 96° 1 y 1II, Alcohol 90° Iy I y Alcohol de 80° I. Transportar en H20

destilada.

2.Desenmascaramiento: Colocar las laminas en coplins con la solucion de Citrato
10 mM (pH=6,0) + Tween 20 al 0.05% en una olla con agua hirviendo por 30 min.
Luego lavar las 1daminas 4 veces con PBS 1X. Entre cada lavado esperar un tiempo

de 3 min.

3.Bloqueo de peroxidasas endégenas: En cada ldmina colocar 1 mL (dependiendo
del tamafio del tejido, cubrir completamente) de solucion Perdxido de hidrogeno al
3% en metanol por 15 min. Luego lavar las laminas 4 veces con PBS 1X. Entre

cada lavado esperar un tiempo de 3 min.

4.Bloqueo de proteinas generales: Incubar las laminas con la solucion de bloqueo
(PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo 5% suero de caballo, 5% suero de

cabray 2.5% de BSA) durante 1 hora. Lavar las ldminas 3 veces con PBS 1X.

S.Incubacién con anticuerpo primario: Incubar las laminas con la solucion

(PBS1X Triton X-100 al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y



anticuerpo Rb anti-KIF5A a la dilucién de 1/300) durante 16 hrs a 4°C. Luego lavar

las laminas 3 veces con PBS 1X.

6.Incubacién con anticuerpo secundario: Incubar las ldminas con la solucion
(PBS 1X con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y anticuerpo Goat anti-rabbit
HRP a la dilucion 1/500 ) por 1 hora a temperatura ambiente. Lavar las laminas 3

veces con PBS 1X.

7.Revelado: Preparar una gota de DAB + 3mL de solucion tamponada; colocar
sobre la lamina y dejar incubando con la solucion por 1°30” (1 minuto 30 segundos)
e inmediatamente lavar con agua destilada. Realiza la contratincion con la solucion

de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 3 segundos.

8.Deshidratacién: Colocar las ldminas en una bateria creciente de alcoholes (70,
90, 96 y alcohol absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasa por Xilol I y Xilol IT
por 3 minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las ldminas con

solucion Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 3: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA KLC2

(Cadena ligera de la proteina motora Kinesina)- IgG Rabbit

1. Desparafinacion: Colocar las [aminas en una estufa a 64°C por 45 min. Luego,
colocar en los siguientes solventes: Xilol I (3 minutos por 1 vez), Xilol II (3 minutos
por 3 veces), Xilol III (3 minutos por 2 veces). Secar entre cada Xilol durante 2
minutos. Secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes (en cada uno 2
minutos y de manera consecutiva, no pasar por estufa). Alcohol absoluto I y II,
Alcohol 96° 1 y 1II, Alcohol 90° Iy I y Alcohol de 80° I. Transportar en H20

destilada.

2. Desenmascaramiento: Colocar las laminas en coplins con la solucion de Citrato
10 mM (pH=6,0) + Tween 20 al 0.05% en una olla con agua hirviendo por 30 min.
Luego lavar las 1daminas 4 veces con PBS 1X. Entre cada lavado esperar un tiempo

de 3 min.

3. Bloqueo de peroxidasas enddgenas: En cada lamina colocar 1 mL
(dependiendo del tamafio del tejido, cubrir completamente) de solucion Perdxido
de hidrogeno al 3% en metanol por 15 min. Luego lavar las laminas 4 veces con

PBS 1X. Entre cada lavado esperar un tiempo de 3 min.

4. Bloqueo de proteinas generales: Incubar las ldminas con la solucion de bloqueo
(PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo 5% suero de caballo, 5% suero de

cabray 2.5% de BSA) durante 1 hora. Lavar las ldminas 5 veces con PBS 1X.

5. Incubacion con anticuerpo primario: Incubar las ldminas con la solucion

(PBS1X Triton X-100 al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y



anticuerpo Rabbit anti-KLC2 a la dilucion de 1/300) durante 16 hrs a 4°C. Luego

lavar las laminas 5 veces con PBS 1X.

6. Incubaciéon con anticuerpo secundario: Incubar las laminas con la solucion
(PBS 1X con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y anticuerpo Goat anti-rabbit
HRP a la dilucion 1/500) por 1 hora a temperatura ambiente. Lavar las ldminas 3

veces con PBS 1X.

7. Revelado: Preparar una gota de DAB + 3mL de solucidon tamponada; colocar
sobre la lamina y dejar incubando con la solucion por 1°30” (1 minuto 30 segundos)
e inmediatamente lavar con agua destilada. Realiza la contratincion con la solucion

de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 3 segundos.

8. Deshidratacién: Colocar las ldminas en una bateria creciente de alcoholes (70,
90, 96 y alcohol absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasa por Xilol I y Xilol IT
por 3 minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las ldminas con

solucion Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 4: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA DIC

(Cadena intermedia de la proteina motora Dineina)- IgG Mouse

1. Desparafinacion: Colocar las [aminas en una estufa a 64°C por 45 min. Luego,
colocar en los siguientes solventes: Xilol I (3 minutos por 1 vez), Xilol II (3 minutos
por 3 veces), Xilol III (3 minutos por 2 veces). Secar entre cada Xilol durante 2
minutos. Secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes (en cada uno 2
minutos y de manera consecutiva, no pasar por estufa). Alcohol absoluto I y II,
Alcohol 96° 1 y 1II, Alcohol 90° Iy I y Alcohol de 80° I. Transportar en H20

destilada.

2. Desenmascaramiento: Colocar las ldminas en un beaker con la solucion de
Citrato 10 mM (pH=6,0) + Tween 20 al 0.05%. Colocar el beaker en el microondas
y cuando el citrato este hirviendo colocar la canastilla con las 1daminas y mantener
hirviendo durante 15 min a una potencia de 6. Luego lavar las laminas 4 veces con

PBS 1X. Entre cada lavado esperar un tiempo de 3 min.

3. Bloqueo de peroxidasas enddgenas: En cada lamina colocar 1 mL
(dependiendo del tamafio del tejido, cubrir completamente) de solucion Perdxido
de hidrégeno al 3% en PBS por 30 min. Luego lavar las ldminas 3 veces con PBS

1X. Entre cada lavado esperar un tiempo de 3 min.

4. Bloqueo de proteinas generales: Incubar las ldminas con la solucion de bloqueo
(PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo 5% suero de caballo, 5% suero de

cabray 2.5% de BSA). Lavar las laminas 3 veces con PBS 1X.

5. Incubacion con anticuerpo primario: Incubar las ldminas con la solucion

(PBS1X Triton X-100 al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y



anticuerpo Mouse anti- Dynein IC 1/2 a la dilucion de 1/25) durante 16 hrs a 4°C.

Luego lavar las l[aminas 4 veces con PBS 1X.

6. Incubaciéon con anticuerpo secundario: Incubar las laminas con la solucion
(PBS 1X con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra y ) anticuerpo Goat anti-
mouse HRP a la dilucion 1/100) por 1 hora a temperatura ambiente. Lavar las

laminas 4 veces con PBS 1X.

7. Revelado: Preparar la solucion de revelada dilucion de DAB 1/50; colocar sobre
la ldmina y dejar incubando con la solucion por 3°00” (3 minutos) e inmediatamente
lavar con agua destilada. Realiza la contratincion con la solucién de Hematoxilina

de Harris (MERCK) por 3 segundos.

8. Deshidrataciéon: Colocar las ldminas en una bateria creciente de alcoholes (70,
90, 96 y alcohol absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasar por Xilol I y Xilol
IT por 3 minutos para luego secar en estufa. Finalmente, montar las ldminas con

solucion Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 5: PROTOCOLO DE INMUNOHISTOQUIMICA PARA NFP

(Anti-Neurofilament 200 kDa Antibody, clone RT97)- IgG Mouse

Desparafinacion: Colocar las l1dminas en una estufa a 64°C por 45 min. Luego, se
colocaron en los siguientes solventes: Xilol I (3 minutos por 1 vez), Xilol II (3
minutos por 3 veces), Xilol III (3 minutos por 2 veces). Secar entre cada Xilol
durante 2 minutos. Secar muy bien antes de pasar a la bateria de alcoholes (en cada
uno 2 minutos y de manera consecutiva, no pasar por estufa). Alcohol absoluto I y
II, Alcohol 96° 1 y II, Alcohol 90° Iy Il y Alcohol de 80° I. Transportar en H20

destilada.

Desenmascaramiento: Colocar las ldminas en coplins con la solucion de Citrato
10 mM (pH=6,0) + Tween 20 al 0.05% en una olla con agua hirviendo por 30 min.
Luego lavar las 1dminas 4 veces con PBS 1X. Entre cada lavado esperar un tiempo

de 3 min.

Bloqueo de peroxidasas endégenas: En cada lamina colocar 1 mL (dependiendo
del tamafio del tejido, cubrir completamente) de solucion Perdxido de hidrogeno al
3% en PBS por 30 min. Luego lavar las laminas 4 veces con PBS 1X. Entre cada

lavado esperar un tiempo de 3 min.

Bloqueo de proteinas generales: Incubar las laminas con la soluciéon de bloqueo
(PBS 1X Triton X-100 al 0.05% conteniendo 5% suero de caballo, 5% suero de

cabra, 2.5 % leche y 2.5% de BSA). Lavar las laminas 4 veces con PBS 1X.

Incubacién con anticuerpo primario: Se incubaron las l[dminas con la solucion

(PBS1X Tritéon X-100 al 0.05% con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra) al



que se agrego el anticuerpo Mouse anti-NFP a la dilucién de 1/400) durante 16 hrs

a 4°C. Luego lavar las laminas 4 veces con PBS 1X.

Incubacién con anticuerpo secundario: Se incubaron las laminas con la solucion
(PBS 1X con 5% suero de caballo y 5% suero de cabra) al que se agreg6 el
anticuerpo Goat anti- mouse HRP a la dilucion 1/500 por 1 hora a temperatura

ambiente. Lavar las ldminas 4 veces con PBS 1X.

Revelado: Preparar una gota de DAB + 3mL de solucidon tamponada; colocar sobre
la ldmina y dejar incubando con la solucion por 2°30” (2 minutos 30 segundos) e
inmediatamente lavar con agua destilada. Realiza la contratincion con la solucion

de Hematoxilina de Harris (MERCK) por 3 segundos.

Deshidratacion: Colocar las laminas en una bateria creciente de alcoholes (70, 90,
96 y alcohol absoluto) por 2 minutos cada uno, luego pasa por Xilol I y Xilol II por
3 minutos para luego secar en estufa. Finalmente, se montar las ldminas con

solucion Entellan 1:1 (MERCK).



ANEXO 6: Tabla de comparacion multiple de Dunn para KIF5A respecto al
promedio de esferoides y varicosidades axonales en materia gris para los tres
grupos experimentales.

Tiempo Comparaciones Esferoides Varicosidades
p-value p-value
48 horas No tratado vs control 0.0056 0.0086
Tratado vs control 0.2696 0.0743
Tratado vs no tratado 0.1465 0.5187
5 dias Control vs No tratado 0.0408 0.0394
Control vs Tratado 0.086 0.0246
No tratado vs tratado 0.9806 1
2 meses No tratado vs control 0.1729 0.2577
Tratado vs control 0.042 0.0089
No tratado vs tratado 0.9935 0.3324
8 meses No tratado vs control 0.0037 0.0046
Tratado vs control 0.0669 0.051
No tratado vs tratado 0.906 1
12 meses No tratado vs control 0.0053 0.0083
Tratado vs control 0.1405 0.0348
No tratado vs tratado 0.2831 0.8889

ANEXO 7. Valores p obtenidos de la comparacion del promedio de esferoides
vs promedio de varicosidades axonales reactivos a KIF5A en materia gris.
Prueba U de Mann-Whitney

Grupos No tratados Tratados
Tiempos p —value p-value
48 horas 0.1 0.57

5 dias 0.1 0.1
2 meses 1 0.4
8 meses 0.1 0.2

12 meses 0.5 0.1



ANEXO 8: Tabla de comparacion multiple de Dunn para KLC2 respecto al
promedio de varicosidades axonales en materia gris para los tres grupos

experimentales.
Tiempo Comparaciones Varicosidades
p-value
No tratado vs control 0.0129
48 horas | Tratado vs control 0.0572
No tratado vs tratado 0.7193
No tratado vs control 0.0226
5dias | Tratado vs control 0.0374
No tratado vs tratado 1
No tratado vs control 0.1156
2meses | Tratado vs control 0.0569
No tratado vs tratado 1
No tratado vs control 0.0021
8 meses | Tratado vs control 0.125
No tratado vs tratado 0.5117
No tratado vs control 0.0053
12 meses | Tratado vs control 0.0503
No tratado vs tratado 0.6007

ANEXO 9: Tabla de comparacion multiple de Dunn para DIC respecto al
promedio de esferoides y varicosidades axonales en materia gris para los tres
grupos experimentales.

Tiempo Comparaciones Esferoides Varicosidades

p-value p-value

No tratado vs control 0.0232 0.0155

48 horas Tratado vs control 0.1235 0.0494
No tratado vs tratado 0.6244 0.8321

No tratado vs control 0.0119 0.0191

5 dias Tratado vs control 0.4432 0.0436

No tratado vs tratado 0.1377 0.956

No tratado vs control 0.5885 0.0412

2 meses Tratado vs control 0.189 0.1139
No tratado vs tratado 0.8491 0.7351

No tratado vs control 0.0209 0.0075

8 meses Tratado vs control 0.1543 0.1327
No tratado vs tratado 1 0.7783

12 meses No tratado vs control 0.0288 0.0194
Tratado vs control 0.0103 0.0158




No tratado vs tratado

ANEXO 10. Valores p, obtenidos de la comparacion del promedio de
esferoides vs varicosidades axonales reactivos a DIC en materia gris. Prueba
U de Mann-Whitney

Grupos

Tiempos

48 horas
5 dias
2 meses
8 meses
12 meses

No tratados

p -value

0.7

0.7

0.3
0.58
0.69

Tratados

p-value

0.06
0.14
0.69
0.8
1

ANEXO 11: Tabla de comparacion multiple de Dunn para NFP respecto al
promedio de esferoides y varicosidades axonales en materia gris para los tres
grupos experimentales.

Esferoides Varicosidades
Tiempo Comparaciones p-value p- value
No tratados vs control 0.0191 0.0129
48 horas Tratado vs control 0.0436 0.0572
No tratado vs tratado 0.956 0.7193
No tratado vs control 0.1025 0.1035
5 dias Tratado vs control 0.0094 0.0096
No tratado vs tratado 0.7177 0.7193
No tratado vs control 0.038 0.0936
2 meses Tratado vs control 0.0454 0.0235
No tratado vs tratado 1 1
No tratado vs control 0.0019 0.0037
8 meses Tratado vs control 0.1412 0.0669
No tratado vs tratado 0.4494 0.906
No tratado vs control 0.0016 0.013
12 meses | Tratado vs control 0.1162 0.0736
No tratado vs tratado 0.1627 0.7298




ANEXO 12. Valores p, obtenidos de la comparacion del promedio de
esferoides vs varicosidades axonales reactivos a NFP en materia gris. Prueba
U de Mann-Whitney

Grupos No tratados Tratados
Tiempos p - value p- value
48 horas 0.4 0.0286
5 dias 0.3 0.1429
2 meses 0.4 0.0635

8 meses 0.0411 0.4
12 meses 0.4206 0.3333




